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第 1童 序 論

リ ン 脂 質 は､ コ レ ス テ ロ ー ル､ タ ン パ ク 質 と と も に､

細 胞 膜 の 主 要 な 構 成 成 分 で あ る｡ 細 胞 膜 は､ 単 に 細 胞 を

外 界 か ら 区 別 し て い る だ け で は な く､ 細 胞 内 外 の 情 絹 伝

達 の 場 で あ り､ そ こ に は､ 外 界 を 認 識 す る 受 容 体 や さ ま

ざ ま な 酵 素､ 輸 送 系 が 存 在 す る｡ 近 年､ さ ま ざ ま な 生 理

活 性 脂 賃 が 兄 い だ さ れ､ そ の 前 整 体 と し て の リ ン 脂 質 の

重 要 性 が 論 じ ら れ て い る｡ 細 胞 外 か ら の さ ま ざ ま な 刺 激

に 応 答 し､ 細 胞 膜 に お い て リ ン 脂 質 代 謝 反 応 が 克 過 し､

細 胞 膜 の リ ン 脂 質 か ら 生 理 活 性 脂 質､ 脂 質 性 メ デ ィ エ ー

タ ー が 産 生 さ れ る｡

細 胞 膜 に お け る リ ン 脂 質 代 謝 は さ ま ざ ま な 酵 素 に よ っ

て 触 媒 さ れ て い る が､ そ の 中 で も 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー

産 生 に お い て 最 も 重 要 で あ る の は､ グ リ セ ロ リ ン 脂 質 グ

リ セ ロ ー ル 2位 の エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 し､ 遊 離 脂 肪

酸 お よ び リ ゾ リ ン 脂 質 を 生 成 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2で あ

る 日｡

挿 々 の 生 理 活 性 を 示 す プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン､ ロ イ コ ト

リ エ ン､ ト ロ ン ボ キ サ ン な ど エ イ コ サ ノ イ ドは､ ア ラ キ

ド ン 酸 を は じ め と す る エ イ コ サ ポ リ エ ン 酸 か ら 合 成 さ れ

る｡ こ れ ら の 脂 肪 酸 は､ 細 胞 内 で は 遊 敵 の 状 態 で は 存 在

せ ず に､ ク リ セ ロ リ ン 脂 質 グ リ セ ロ ー ル 2位 に エ ス テ ル

結 合 し た 形 で 存 在 す る た め､ リ ン 脂 質 か ら の エ イ コ サ ポ

リ エ ン 酸 の 切 り 出 し が エ イ コ サ ノ イ ド産 生 の 律 速 段 階 で
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あ る と 考 え ら れ て い る 2)｡ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2ほ こ の 律 速

段 階 を つ か さ ど る 酵 素 の 1つ で あ る｡ ホ ス ホ リ パ ー ゼ C

の 作 用 に よ り リ ン 脂 質 か ら 生 成 し た ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー

ル か ら､ ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル リパ ー ゼ に よ り エ イ コ サ

ポ リ エ ン 散 が 生 成 す る 経 招 も 知 ら れ て い る が､ 細 胞 に よ

っ て は､ ホ ス ホ リパ ー ゼ C の 作 用 を 阻 害 し た 場 合 に も 細

胞 外 か ら の 刺 激 に 応 じ ア ラ キ ド ン 酸 が 遊 離 す る と い う 報

告 も あ り 3)､ エ イ コ サ ポ リ エ ン 酸 の 切 り出 し に は､ お も

に は ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2が 関 与 す る と 考 え ら れ る｡

ま た､ エ イ コ サ ノ イ ド同 様 に､ 種 々 の 生 理 活 性 を 示 す

P A ド (1- ア ル キ ル - 2 - ア セ チ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ コ

リ ン ) の 生 合 成 に お い て も､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2は 重 要 で

あ るd)｡ P A F の 生 合 成 経 路 の 1つ と し て､ ホ ス ホ リパ

ー ゼ A 2の 作 用 に よ り､ 膜 リ ン 脂 質 中 の l- ア ル キ ル 1 2

- ア シ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ コ リ ン か ら生 成 し た 1- ア ル キ

ル グ リ セ ロ ホ ス ホ コ リ ン に､ ア セ チ ル トラ ン ス フ ェ ラ ー

ゼ の 作 用 に よ り ア セ チ ル 基 が 付 加 さ れ る経 緒 が 知 ら れ て

い る｡

こ の よ う に､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2は､ 生 体 内 の さ ま ざ ま

な 臓 器､ 細 胞 で 産 生 き れ､ そ の 恒 常 性 を 維 持 す る た め に

機 能 し て い る と 考 え ら れ る 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生 の

キ ー エ ン サ イ ム で あ る｡ し か し､ こ れ ま で に､ い か な る

ホ ス ホ リパ ー ゼ A2が 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生 に 関 与 す

る か､ 刺 激 に よ り い か に ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2が 活 性 化 き れ

る か に つ い て の 知 見 は､ ほ と ん ど得 ら れ て い な い｡ そ こ
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で､ 本 研 究 で は､ 生 体 内 に お い て 実 際 に 脂 質 性 メ デ ィ エ

ー タ ー 産 生 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る ホ ス ホ リパ ー ゼ

A 2を､ 精 製 し､ 性 状 を 解 析 し､ さ ら に は そ の 活 性 の 調 節

機 構 の 一 端 を 明 ら か と す る こ と を 目 的 と し た｡

そ の 酵 素 源 と して､ 私 は 腎 臓 を 用 い た｡ 腎 臓 は さ ま ざ

ま な 蕨 器 の 中 で も､ 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生 が 盛 ん な

巌 器 の 1つ で あ る｡ バ ソ プ レ ッ シ ン な ど 血 管 作 動 性 ホ ル

モ ン の 作 用 や､ 体液 電 解 バ ラ ン ス の 変 化 に 呼 応 し て､ 腎

臓 で 産 生 さ れ た プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン (お も に プ ロ ス タ グ

ラ ン ジ ン E2) は､ 糸 球 体 淀 過 量､ 腎 血 流 量 の 維 持､ 尿 細

管 に お け る ナ ト リ ウ ム イ オ ン､ 塩 素 イ オ ン､ 水 の 再 吸 収

の 抑 制､ レ ニ ン 分 泌 促 進 な ど､ 腎 横 能 を 維 持 す る た め に

働 い て い る 5)｡ pA Fも ま た､ 腎 臓 で 産 生 さ れ､ 血 圧 の

調 節 に 関 わ っ て い る 6㌔ 一 方､ 糸 球 体 腎 茨 な ど､ さ ま ざ

ま な 腎 疾 患 と 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー の 異 常 産 生 と の 関 連

も 注 目 さ れ て い る｡ ま た､ 遺 伝 的 に 高 血 圧 に な りや す い

実 験 動 物 に お い て､ 腎 臓 に お け る 7't= ス タ グ ラ ン ジ ン 産

生 の 低 下 が 報 告 さ れ て い る 7㌧ 生 体 恒 常 性 を 維 持 す る た

め の 刺 激､ あ る い は 炎 症 刺 激 ほ か 様 々 な 病 的 な 刺 激 に 応

じ､ 腎 臓 で 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー が 克 進 す る 際 に は､ い

か な る ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2が 関 与 し､ い か に 活 性 調 節 が お

こ な わ れ る の だ ろ う か｡ 本 研 究 で は 腎 臓 に お け る 脂 質 性

メ デ ィ エ - タ - 産 生 に 関 わ る と 考 え ら れ る ホ ス ポ リパ ー

ゼ A 2に つ い て そ の 精 製 お よ び 性 状 財 折 を 行 い､ さ ら に 腎

臓 由 来 細 胞 を 用 い､ そ の 活 性 の 調 節 機 構 を 検 討 し た｡

-3 -



第 2章 材 料 と 方 法

(a) ラ ッ ト腎 臓 か ら の 酵 素 源 の 調 製

SI)ラ ッ ト (日 本 生 物 材 料 セ ン タ ー よ り購 入 ) を エ ー

テ ル 麻 酔 後､ 断 頭､ 溶 血 し､ 血 液 を で き る だ け 除 い た｡

腎 臓 を 2つ と も 摘 出 し､ 解 剖 バ サ ミ で 細 か く切 断 し､ 湿

重 畳 5 gの 腎 臓 片 に 対 し､ 0.25Mシ ョ糖､ 1mM EDTAを 含 む

10mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 績 (pH7.4) (以 下､ ホ モ ジ ナ イ ジ ン

グ バ ッ フ ァ ー ) 45mlを 加 え､ ポ ッ タ 一 式 ホ モ ジ ナ イ ザ ー

に よ り､ ホ モ ジ ナ イ ズ し た く1000rprn､ 5 ス トロ ー ク )｡

ホ モ ジ ネ ー トを 4℃､ 600xg､ 】0分 遠 心 し た 後 に､ 上 清 を

回 収 し (こ の 操 作 に よ り､ 某 破 壊 組 織 お よ び 核 成 分 を 除

く｡ )､ こ の 上 清 を 4℃､ 100,000xg､ 1時 間 超 遠 心 す る

(日 立 R PJl2ロ ー タ ー を 用 い る｡ ) こ と に よ り､ 膜 画 分

と 可 溶 性 画 分 を 得 た｡ 膜 画 分 は ホ モ ジ ナ イ ジ ン グ バ ッ フ

ァ ー に よ り可 溶 化 し た｡

可 溶 性 画 分 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 沈 澱 は 以 下 の よ

う に 行 っ た｡ す な わ ち､ 可 溶 性 画 分 に､ 等 容 童 の 20% ポ

リエ チ レ ン グ リ コ ー ル を 含 む ホ モ ジ ナ イ ジ ン グ バ ッ フ ァ

ー を ゆ っ く り と 滴 下 し た 後､ 30分 撹 拝 す る｡ こ の 溶 癖 を

4℃､ 9000rpm､ 20分 (TOMY No.9ロ ー タ ー を 用 い る｡ )

遠 心 し､ 10% ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル 沈 澱 を 得 た｡ 沈 澱

は ホ モ ジ ナ イ ジ ン ク バ ッ フ ァ ー に よ り 可 溶 化 し た｡
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(b) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 の 測 定

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 は､ 1- パ ル ミ トイ ル ー 2 -

[1- 14C ] ア ラ キ ド ノ イ ル グ リセ ロ ホ ス ホ エ タ ノ ー ル

ア ミ ン (58mCl/mmol､ NEN) か ら 切 り出 さ れ る ア ラ キ ドン

酸 の 放 射 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り求 め た｡ 基 質 特 異 性

を 検 討 す る 際 に は､ 他 に､ 1- パ ル ミ トイ ル ー 2 - [1

- 14C ] リ ノ レ オ イ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン

(58mCl/mmoI､ Amersham)､ 1 - ス テ ア ロ イ ル ー 2 - [

1- H C] ア ラ キ ド ノ イ ル ク リ セ ロ ホ ス ホ コ リ ン (58

mcI/mmol､ Amersham)､ 村 上 誠 氏 よ り頂 い た 1 - ア シ ル

- 2 - [1- H c] リ ノ レ オ イ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ セ リ ン

(12mCl/mmoI) を 基 質 と し て 用 い た｡

ま ず､ 有 機 溶 媒 中 に 溶 け た 放 射 標 識 リ ン 脂 質 を 小 託 に

分 取 し､ N 2ガ ス に よ り 有 機 溶 媒 を 除 去 後､ 1lPld Tllmと

す る｡ こ れ に 蒸 留 水 を 加 え､ vortex 汀=Xerに よ りfllmを

は が し懸 濁 液 と し､ こ の 懸 濁 緑 を バ ス タ イ プ sonlCatOrに

よ り ソ ニ ケ - ト Lt 基 質 と し て 用 い た｡ 酵 素 反 応 は､ 基

質 2〟M､ 酵 素､ 塩 化 カ ル シ ウ ム 4mM､ ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液

(p119.0) 100mMか ら な る 給 費 250ILtの 反 応 溶 綾 を37oCに
お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り お こ な っ た｡

酵 素 豊 お よ び 反 応 時 間 は 基 質 の 約 10% (約 50pmoI) が 加

水 分 解 さ れ る 条 件 に 設 定 し た｡

反 応 終 了 後､ 反 応 溶 液 に t)oleの 試 薬 87 ( 1N硫 敢 / イ

ソ プ ロ パ ノ ー ル / ll- へ ブ タ ン (2/78/20)) 1.25mlを 加
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え 反 応 を と め､ さ ら に､ 蒸 留 水 0.5ml､ n - ヘ プ タ ン 0.7

5mlを 加 え､ vortex mixerに て 挫 拝 後､ 3000rpm､ 5分 の

遠 心 を 行 い､ 二 層 に 分 け る｡ 上 層 よ り 0.8mfを 採 取 し､ こ

れ に さ ら に n-ヘ プ タ ン 0.75ml､ 小 さ じ 一 杯 の ケ イ 酸 (和

光 純 薬､ Uakogel C-200) を 加 え､ 後拝 後､ 3000rpm､ 5

分 遠 心 し て 粉 末 を 沈 澱 さ せ､ 上 清 を す べ て バ イ ア ル 瓶 に

移 し､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 放 射 活 性 を 測

定 し､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 を 求 め た｡

(C) 蛋 白 定 量

BCA Protein Assay Kit,(PlerCe) を 用 い 行 っ た｡ ス タ

ン ダ ー ド と し て は､ 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン (和 光 純 葉 ) を 用

い た｡

(d) S D Sポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動

Laemmliの 方 法 9)に 従 い 行 っ た｡ 分 離 ゲ ル は 0.1% S D

s､ 0.15Mト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH8.8) を 含 む 15% ア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル､ 濃 縮 ゲ ル は 0.1% S D S､ 0.15Mト リ ス 塩

顧 緩 衝 液 (pH6.8) を 含 む 4 % ア ク リル ア ミ ドゲ ル と し､

泳 動 バ ッ フ ァ ー は 0.】% S D S を 含 む 0.15Mト リ ス ー グ リ

シ ン 緩 衝 液 (pH8.6) を 用 い た｡ サ ン プ ル は サ ン プ ル バ ッ

フ ァ ー (0.18Mト リ ス 塩 酸 援 街 液 (pH6.8)､ 6% S D S､

30% グ リ セ ロ ー ル､ 15% 2 - メ ル カ プ トエ タ ノ ー ル ) と
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2: 】に 混 合 し､ 100℃ で 5分 以 上 加 熱 し て か ら ア プ ラ イ

し た｡ 泳 動 は 電 流 一 定 で 行 い､ 試 料 が 分 離 ゲ ル に 入 る ま

で u 15- 20mA､ 分 離 ゲ ル に 入 っ て か ら は 25mAで 泳 動 し た｡

泳 動 終 7 後､ 銀 染 色 し た｡ 分 子 量 マ ー カ ー と L/て は Phar

maclaの キ ッ ト (Phosphorylase b (94kDa), Bovlne Ser

um Album川 (67kDa), Ovalbumln (43kDa), CarbonlC An

hydrase (30kDa), Soybean Trypsln lnhlbitor (20.1kD

a), a -Lactalbumln (14.4kDa)) を 用 い た｡

(e) D E A E セ ル ロ ー ス ･カ ラ ム に よ る ラ ッ ト腎 臓

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 の 分 画

D E A E セ ル ロ ー ス D E 52(Uhatmann) を ホ モ ジ ナ イ

ジ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 で 膨 潤､ 平 衡 化 し た 後､ 810-Radの エ

コ ノ カ ラ ム (¢ 25mmx20cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 量 75mlに な る よ

う に 充 填 し た｡ こ の カ ラ ム に､ ラ ッ ト腎 臓 ホ モ ジ ネ ー ト

可 溶 性 画 分 の 10% ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 沈 澱 を､ べ リ

ス タ ポ ン プ を 用 い､ 流 速 的 lml/mlnに て ア ブ●ラ イ し た｡ ア

プ ラ イ し た 後､ lmM EDTAを 含 む 】OnlMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液

(pH7.4) に よ り､ カ ラ ム を 溶 出 液 の 280nmに お け る 吸 光

度 が 0.1以 下 に な る ま で 洗 挿 し た｡ 次 い で､ グ ラ ジ エ ン ト

メ ー カ ー を 用 い､ 溶 出 液 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を 2M ま

で 上 昇 さ せ､ カ ラ ム に 吸 着 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た｡

分 画 は lfracい on- 7mlと し た｡
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(f) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- αの 精 製

① CM セ フ ァ ロ ー ス ･カ ラ ム

C M セ フ ァ ロ ー ス (Pharmacla) を ホ モ ジ ナ イ ジ ン グ バ

ッ フ ァ ー に よ り 平 衡 化 し た 後 に､ Bio-Radの エ コ ノ カ ラ ム

(¢25mmx20cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 量 80mlに な る よ う に 充 填 し

た｡ こ の カ ラ ム に､ D E A E セ ル tj- ス に よ り分 画 し た

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 21 α 画 分 を､ べ リ ス タ ポ ン プ を 用 い､

流 速 約 0.5ml/m川 に て ア プ ラ イ し た｡ ア プ ラ イ 後､ lmM

EDTAを 含 む 10mMト リ ス 塩 酸 援 街 液 (pH7.4) に よ り､ カ ラ

ム を 溶 出 液 の 280nmに お け る 吸 光 度 が 0.1以 下 に な る ま で

洗 浄 し た｡ 次 い で､ グ ラ ジ ュ ン トメ ー カ ー を 用 い､ 溶 出

液 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を 0.5M に ま で 上 昇 さ せ､ カ ラ ム

に 吸 著 し た タ ン パ ク 質 を 宿 出 し た｡ 分 画 は H ract10n- 7

mlと し た｡

② フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル ･カ ラ ム

フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル 6 5 0M (東 ソ ー ) を B10-Radの エ

コ ノ カ ラ ム (¢25mmx20cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 童 75mlに な る よ

う に 充 填 し た 後､ lmM EDTA､ 1.5M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む

10mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH7.4) に よ り平 衡 化 し た｡ CM

セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 画 分 に 氷 中

に お い て 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 授 拝 し 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃

度 1.5M と し､ こ の カ ラ ム に､ べ リ ス タ ポ ン プ を 用 い､ 流

速 約 1mI/mlnに て ア プ ラ イ し た｡ カ ラ ム を 同 じ組 成 の 緩 衝

頼 に よ り十 分 に 洗 浄 し た 後､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い
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緩 衝 液 に よ り､ カ ラ ム に 吸 着 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た｡

分 画 は lfraction= 7mfと し た｡

(9Superose12ゲ ル は 過 F P L C

Superose12日RIO/30ゲ ル 淀 過 F P L C (Pharmacia) の

カ ラ ム を､ 島 津 製 作 所 の LC7A ･HPLCシ ス テ ム に

接 続 し､ 0.15M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10mMト リ ス 塩 酸 緩

衝 液 (pH7.4) に よ り平 衡 化 し た｡ 援 街 液 は 使 用 前 に ゲ ル

マ ン サ イ エ ン ス 社 の 液 ク tjデ ィ ス ク (0.45iLm) を 用 い

flltrateし た｡ こ の カ ラ ム に､ フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル の ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 画 分 を セ ン ト リ コ ン 10(AmICOn) に

よ る 限 外 弦 過 に よ り 1.5mlま で 濃 縮 し､ こ れ を flH,rateし

た も の を､ 500〃 lず つ 川 JeCtL､ 流 速 0.5ml/m川 に て 分 画

し た｡ 分 画 は IfractIOn= lmlと し た｡

④ TSKフ ェ ニ ル 5PW-RP (逆 相 HPLC)

T SK フ ェ ニ )L'5PW-RP (¢4_6mmx7.5cm､ 東 ソ -)

を､ GIIsonの HPL C シ ス テ ム (Mode1302, pomp;Mode

1802 C,monorn e tr fC mo du le; M o de l811, dy nam lC m I X t u r

e; M odellOOl, UV -M as te｢; MS-I-M ar k l I, sys tem c o ntr

oller) に 接 続 し､ 0.1% ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 / ア セ トニ ト

リル (95/5(V/V)) (以 下 溶 媒 A ) に よ り平 衡 化 し た｡ 使

用 溶 媒 は､ FPLCを 用 い る と き と 同 様 に 使 用 前 に ゲ ル

マ ン サ イ エ ン ス 社 の 液 ク ロ デ ィ ス ク (0.45〟m) を 用 い

†H trateし た｡

こ の カ ラ ム に ま ず､ Superose12カ ラ ム の ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2活 性 画 分 を 1mlず つ 数 回 卓 ね う ち し､ カ ラ ム を 溶 媒
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A に よ り 10分 間 洗 浄 し た 後､ 吸 着 し た タ ン パ ク 質 を ア セ

トニ ト リル の 漉 度 勾 配 (溶 媒 A か ら溶 媒 B (0.1% ト リ フ

ル オ ロ 酢 酸 / ア セ トニ ト リル (45/55(V/v))へ50分 間､

1%/mlnの ア セ トニ ト リル 濃 度 勾 配 ) に よ り溶 出 し た｡ 流

速 は 0.5ml/mlnと し た｡

1 回 の 分 画 で は 酵 素 活 性 は 主 た る タ ン パ ク 質 の ピ ー ク

と 重 な っ て 溶 出 さ れ な か っ た の で､ さ ら に も う 1回 フ ェ

ニ ル 5 PW - R P に よ る 分 画 を 行 っ た｡ 1回 目 の フ ェ ニ

ル 5PW-RPホ ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 画 分 を､ 溶 媒 Aに

よ り 10倍 に 希 釈 し､ こ れ を 溶 媒 A で 平 衡 化 し た カ ラ ム に

ア プ ラ イ し た｡ 2回 目 は､ ア セ トニ ト リル の 濃 度 勾 配 を､

溶 媒 A か ら 溶 媒 Bへ60分 間､ 0.84%/rnlnに 変 更 し た｡

分 画 は､ 1回 目､ 2回 目 と も に Ifract10n= lmlと し た｡

(ど) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- β の 特 製

① フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル ･カ ラ ム

フ ェ ニ ル トヨ バ - ル 6 5 0M (東 ソ ー ) を 810-Radの エ

コ ノ カ ラ ム (¢ 25mmx8cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 量 35mlに な る よ

う に 充 填 し､ lmM EDTA､ 1M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10mM

ト リ ス 塩 酸 緩 衝 聴 くpH7.4) に よ り平 衡 化 し た｡ D EA E

セ ル ロ ー ス に よ り分 画 し た ホ ス ホ リバ ー セA2- β 画 分 に

氷 中 に お い て 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 後 押 し 塩 化 ナ ト リ ウ

ム 濃 度 1M と し､ こ の カ ラ ム に､ べ リ ス ク ポ ン プ を 用 い､

流 速 約 1ml/mlnに て ア プ ラ イ L/た｡ カ ラ ム を 同 じ組 成 の 緩
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街 液 に よ り1 分 に 洗 浄 し た 後､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な

い 緩 衝 液 に よ り､ カ ラ ム に 吸 著 し た タ ン パ ク 質 を 帝 出 し

た｡ 分 画 は lfracl,10n=7mlと し た

(9DEA Eセ プ ア セ ル ･カ ラ ム

DEAEセ プ ア セ ル (Pharmacla) を 】mM EDTAを 含 む

】omMト リ ス 塩 敢 緩 衝 液 (pH7.4)に よ り 平 衡 化 し た 後､

B10-Radの エ コ ノ カ ラ ム (め15mrnx15cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 垂

15mlに な る よ う に 充 填 し た｡ こ の カ ラ ム に､ フ ェ ニ ル ト

ヨ バ ー ル カ ラ ム の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 画 分 を､ べ リ ス

タ ポ ン プ を 用 い､ 流 速 約 0.5rnl/什=nに て ア プ ラ イ し た｡ カ

ラ ム を 同 じ組 成 の 接 衝 液 に よ り十 分 に 洗 浄 し た 後､ グ ラ

ジ ュ ン トメ ー カ ー を 用 い､ 溶 出 液 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度

を 1M に ま で 上 昇 さ せ､ カ ラ ム に 吸 着 し た タ ン パ ク 質 を

宙 出 し た｡ 分 画 は lTractl0n=7mlと し た｡

塗_T__S h'ェ - テ ル - 5 ヒ_班__』｣L上.旦

T S K エ ー テ ル - 5 PW (a)75Mx7.5crn､ 東 ソ ー ) ち

島 津 製 作 所 の L C7A ･HPLCシ ス テ ム に 接 続 し､ 2

M 硫 安 を 含 む 10nlMト リ ス 塩 敢 緩 衝 頼 (pH7.4) に よ り平 衡

化 し た｡ 緩 街 横 は flHrateし て か ら用 い た｡ こ の カ ラ ム

に､ D E A E セ フ 7 セ ル の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 画 分 に

硫 安 を 加 え､ 2 M 硫 安 と し た も の を､ 2mlず つ 数 回 に 分 け

て fnJeCtし た｡ カ ラ ム は､ 2M 硫 安 を 含 む 緩 衝 液 に よ り

10分 間 洗 浄 し た 後､ 20分 間 か け 硫 安 濃 度 を OM ま で 汚 し､

さ ら に こ の 硫 安 を 含 ま な い 接 衝 液 に よ り洗 浄 し た｡ 流 逮

は0.5ml/mlnと し､ 分 画 は lfract10n-】.5mlと し た｡
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虞)逆 相 H P L C

自 生 宝 の Capcell PAK C8カ ラ ム (¢ 46M X15cm) を Cll

sonの H PL Cシ ス テ ム ( (f) ④ と 同 一 の シ ス テ ム ) に

接 続 し､ 逆 相 H PL C溶 媒 A に よ り平 衡 化 し た｡ 使 用 溶

媒 は 使 用 前 に flttrateL用 い た｡ こ の カ ラ ム に､ エ ー テ

ル ー 5 PW カ ラ ム の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 画 分 を Imlず

つ 数 回 重 ね う ち し､ カ ラ ム を 溶 媒 A に よ り 10分 間 洗 浄 し

た 後､ 吸 著 し た タ ン パ ク 質 を ア セ トニ ト リ ル の 鴻 度 勾 配

(溶 媒 A か ら溶 媒 Bへ50分 間､ 1%/mlnの ア セ トニ ト リル

濃 度 勾 配 ) に よ り溶 出 し た｡ 流 速 は 0.5ml/mlnと し､ 分 画

は Ifraction= lmlと し た｡

(h) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 精 製

① フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル ･カ ラ ム

フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル 6 5 0 M (東 ソ ー ) を BioIRadの エ

コ ノ カ ラ ム (め 15mmx15cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 鼻 20mlに な る よ

う に 充 填 し､ 1mM EDTA､ 1M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10mM

ト リ ス 塩 酸 緩 衝 塘 (pH7.4) に よ り平 衡 化 し た｡ D E A E

セ ル ロ ー ス に よ り分 画 し た ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- r画 分 に

氷 中 に お い て 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 授 拝 し 塩 化 ナ ト リ ウ

ム 濃 度 1M と し た､ こ の カ ラ ム に､ べ リ ス タ ポ ン プ を 用

い､ 流 速 的 lmt/mlnに て ア プ ラ イ し た｡ カ ラ ム を 同 じ組 成

の 緩 衝 液 に よ り十 分 に 洗 浄 し た 後､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含

ま な い 緩 衝 禎 に よ り､ カ ラ ム に 吸 着 し た タ ンパ ク 賞 を 溶
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出 し た｡ 分 画 は Ifract10n= 7mlと し た

(塾ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス ･カ ラ ム

ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス (Pharmacla) を lmM EDTAを 含 む

10mMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH7.4) に よ り 平 衡 化 し た 後 に､

Bl0-Radの エ コ ノ カ ラ ム (め 】5rM X10cm) に 膨 潤 ゲ ル 容 量

10mlに な る よ う に 充 填 し た｡ こ の カ ラ ム に､ フ ェ ニ ル ト

ヨ バ ー ル カ ラ ム の ホ ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 画 分 を､ べ リ ス

タ ポ ン プ を 用 い､ 流 速 約 0.5ml/rnlnに て ア プ ラ イ し た｡ カ

ラ ム を 同 じ細 成 の 援 街 液 に よ り十 分 に 洗 挿 し た 後､ グ ラ

ジ ュ ン トメ ー カ ー を 用 い､ 溶 出 液 の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度

を 2M に ま で 上 昇 さ せ､ カ ラ ム に 吸 着 し た タ ン パ ク 質 を

袴 出 し た｡ 分 画 は 1fraction= 7mlと し た｡

③ Superose12ゲ ル 経 過 FPLC

Superose12HRIO/30ゲ ル 減 退FPLC (Pharmacfa) の

カ ラ ム を､ 島 津 製 作 所 の LC7A ･HPLCシ ス テ ム に

接 続 し､0.15M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 10mMト リ ス 塩 酸 緩

衝 痛 くpH7.4) に よ り平 衡 化 し たC 緩 衝 液 は fH trateし て

か ら 用 い た. こ の カ ラ ム に､ ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス の ホ ス

ホ リパ ー ゼ A 2活 性 画 分 を セ ン ト リ コ ン 10 (AmlCOn) に よ

る 限 外 液 過 に よ り2mlま で 収 縮 し､ こ れ を flltrateし た も

の を､ 500JLlず つ 1nJeCtL､ 流 速 0.5mI/rnlnに て 分 画 し た｡

分 画 は Irract10n= lmlと し た｡
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(1) 部 分 精 製 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の ゲ ル 揺 過

セ フ ァ デ ッ ク ス C-75 Superflne(Pharmacia) を 0.15M

塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ト リ ス 塩 酸 緩 衝 綾 (pH7.4) で 膨 潤

さ せ た 後 脱 気 し た 後､ Bl0-Radの エ コ ノ カ ラ ム (め 15mmx

50cm) に 充 填 し､ 試 料 lmlを ア プ ラ イ し た｡ 1% コ ー ル 酸

ナ ト リ ウ ム 存 在 下 ゲ ル 液 過 を 行 う 際 は､ カ ラ ム を 1% コ

ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム､ 0.15M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ト リ ス

塩 酸 緩 衝 液 (pH7.4) で 十 分 に 置 換 し て か ら用 い た｡

(J) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 既 知 の ア イ ソ ザ イ ム に 対 す

る 抗 体

ラ ッ ト分 子 鼻 14キ ロ ダ ル トン ･グ ル ー ブ B型 ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2 に 対 す る ウ サ ギ ･ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は､ 村

上 誠 氏 よ り頂 い た川)｡ 一 方､ ラ ッ ト ･グ ル ー プ Ⅰ型 ホ ス
ホ リ パ ー ゼ A 2に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は､ 岡 本 ら の

方 法 1日 に 従 い､ ラ ッ ト肝 臓 よ りグ ル ー ブ 1型 ホ ス ホ リパ

ー ゼ A 2 を 精 製 し､ こ の 酵 素 を ウ サ ギ に 免 疫 す る こ と に

よ り調 魁 し た 抗 体 を､ 高 橋 勝 彦 氏 よ り 頂 い た｡

一 方､ ア ラ キ ト ン 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 選 択 的 に 加 水 分 解

す る ホ ス ホ リパ ー ゼ A2に 対 す る マ ウ ス ･モ ノ ク ロ ー ナ ル

抗 体 は､ 藤 守 由 美 氏 よ り頂 い た｡ 本 抗 体 は､ ウ サ ギ 血 小

楯 細 胞 質 よ り精 製 し た 酵 素 に 対 し作 成 し た も の で あ る が､

ラ ッ ト血 小 板 細 胞 質 か ら 部 分 精 製 し た 同 じ性 質 を 示 す 酵

素 と 交 叉 性 を 示 す 12)
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(k) ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る ホ ス ホ リパ ー ゼ A P

活 性 の 阻 害

ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 を 有 す る 標 品 を､ エ ツ ベ ン ドル

フ (1.5ml) 中､ 適 当 豊 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 混 合 し､

室温 に て 30分 間 反 応 さ せ た 後､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 を

測 定 し た｡

(1) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2

活 性 の 吸 収

ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 を 有 す る 標 品 を､ ま ず､ エ ツ ベ

ン ドル フ (1.5ml) 中､ 適 当 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (あ

る い は 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ の 培 養 上 清 ) と 混 合 し､

室 子宝に て 30分 間 反 応 さ せ る｡ こ の 反 応 溶 液 に､ さ ら に､

0.】5M 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む ト リ ス 塩 酸 緩 衝 液 (pH7.4)

に サ ス ペ ン ド し た BfOIRadの イ ム ノ ピ ー ス (AntI-Mouse

lmmuno81obullnS-COnJugated Beads) を 加 え､ 室 温 に て

30分 間 反 応 さ せ る｡ 遠 心 に よ り､ ビ ー ズ を 沈 滞 さ せ た 後､

上 清 の 一 部 分 を と り､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2活 性 を 測 定 し た｡
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(m ) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ に 対 す る モ ノ ク tj- ナ

ル 抗 体 の 作 製

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 部 分 精 製 標 品 約 2ILgを し み こ

ま せ た ニ トロ セ ル ロ ー ス 紙 (lxlcm､ Bl0-柁ad) を､ ハ サ

ミ で 細 か く切 断 し た 後､ 250〟tの PらS中 に て ホ モ ジ ナ

イ ズ す る｡ ま ず､ こ の う ち の 半 分 を Ba=)/Cマ ウ ス (♀､

8迎 合､ 日 本 生 物 材 料 セ ン タ ー よ り購 入 ) に 牌･内 授 与 し､

30日 後､ 同 じ操 作 を 繰 り返 し､ 2回 目 の 牌 内 投 与 を お こ

な う｡ 2回 目 の 投 与 の 3 日 後 に マ ウ ス よ り腹 膜 を 掃 出 し､

牌 巌 細 胞 を マ ウ ス ･ ミ エ ロ ー マ X631Ag8.6.5.3と 細 胞 融 合

し､ 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ を 作 製 し た｡ 細 胞 融 合 の 10

日 後､ ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス で 分 画 し た 後 の ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2- r部 分 精 製 標 品 を 抗 原 と し て 用 い た E L ISA法

に よ り､ ハ イ ブ リ ドー マ の 培 養 上 清 の ス ク リ ー ニ ン グ を

行 う｡ 陽 性 と 判 断 し た ハ イ ブ リ ドー マ の 培 養 上 清 を 用 い､

さ ら に､ ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス で 分 画 し た 後 の ホ ス ホ リパ

ー ゼ A 2- γ 部 分 精 製 標 品 を 抗 原 と し､ (1) の 方 法 に よ

る 酵 素 活 性 の 吸 収 実 験 を お こ な う｡ 両 方 の 方 法 に よ り 陽

性 と 判 断 し た ハ イ ブ リ ドー マ に つ い て､ ]imltlng dllut,

ionを 2 回 お こ な い､ 抗 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ モ ノ ク ロ

ー ナ ル 抗 体 産 生 ク ロ ー ン 4 株 を 得 た｡ モ ノ ク t3- ナ ル 抗

体 は､ そ れ ぞ れ の ク ロ ー ン を 大 童 培 養 し､ そ の 培 養 上 清

か ら､ 硫 安 沈 澱､ ゲ ル 措 過 HPLCに よ り 精 製 す る こ と

に よ り得 た｡ 抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は､ 抗 体 を プ レ ー
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トに ま き､ 抗 マ ウ ス lどG抗 体 お よび 抗 マ ウ ス IどM 抗

体 を 用 い た EL 1SA に よ り行 っ た｡

(n) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 21γ の イ ム ノブ ロ ッ テ ィ ン グ

(h) に お い て フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル で 分 画 し た 後 の ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 画 分 を さ ら に Superose12ゲ ル 淀 過

FP LCに よ り精 製 し､ こ の カ ラ ム に よ る 酵 素 活 性 画 分

に つ い て､ S D S - PA G E を 行 な う｡ 分 翻 後 の ゲ ル 上

の タ ン パ ク 質 を､ ニ トロ セ ル t3- ス 紙 に､ MlHIPOreの

Mil1IBlot-SDEを 用 い トラ ン ス フ ァ ー す る｡ こ の ニ トロ セ

ル ロ ー ス 紙 を､ ま ず､ 3% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む P B

s で 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ し､ P B S で 洗 浄 後､ 抗 体 産 生 ハ

イ ブ リ ドー マ 培 養 上 清 と 2 時 間 反 応 さ せ る｡ P B Sで 洗

浄 後､ 次 に､ ビ オ チ ニ ル 化 抗 マ ウ ス ･イ ム ノ グ ロ ブ リ ン

抗 休 と 2時 間 反 応 さ せ る｡ 再 度 P B S と洗 浄 後､ ア ル カ

リ ン フ ォ ス フ ア ク ー ゼ と 1時 間 反 応 さ せ て か ら､ ニ トロ

ブ ル ー テ トラ ゾ リ ウ ム､ 5 -プ ロ モ ー 4 1 ク ロ ロ ー 3 -

イ ン ド リル リン 酸 二 ナ ト リ ウ ム で 発 色 す る｡

こ の 時､ 分 子 竜 マ ー カ ー､ タ ン パ ク 質 の トラ ン ス フ 7 -

の マ ー カ ー と し て は､ B.0-Radの プ レ ス テ イ ン ド ･マ ー カ

ー の キ ッ ト (Phosphorylaseb(130kDa),BovlneSerum

AlbufMn(75LDa).Ovalbumln(50kDa),CarbonlCAnhyd

rase(39kDa).SoybeanTrypsln lnhrbltOr(27kDa),

Lysozyme(】7kDa)) を 用 い た｡
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( o) ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 調 製 と 培 養

ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は､ 石 川 ら の 方 法 1日 に 従

い､ ラ ッ ト単 離 糸 球 体 を 得､ ト リ プ シ ン 処 理 に て ボ ー マ

ン 嚢 を 除 い た 後､ In VltrOに よ り増 哀 し､ cell l川e化 し

た も の を､ 国 立 病 院 医 療 セ ン タ ー よ り 頂 き 用 い た｡

培 養 は 10% ウ シ 胎 児 血 清 (GlBCO) を 含 む D M E M (日

水 ) に て 行 い､ 3日 お き に 細 胞 を 2.5%ト リ プ シ ン に よ り

は が し継 代 し た｡

(p) ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 各 種 刺 激

メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 刺 激 す る 際 に は､ medlumを一旦 除

き､ PBSに て 洗 浄 後､ medlumを 0.1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ

ン を 含 む D M E M に 変 え て か ら 行 っ た｡

バ ソ プ レ ッ シ ン に よ る 刺 激 は､ Cambrldge Research

chemlCatSの Ar8-バ ソ プ レ ッ シ ン 500nMを 添 加 後､ 細 胞 を

20分 間 培 養 す る こ と に よ り､ T N F に よ る 刺 激 は､ 大 日

本 製 薬 よ り頂 い た ヒ ト リ コ ン ビ ナ ン トTNFI,000unltS

/mlを 添 加 後､ 細 胞 を 24時 間 培 養 す る こ と に よ り行 っ た｡

A23187刺 激 は､ A23187を 1〃Mを 添 加 し た 後､ 30分 間 培 養

し た｡

細 胞 の 外 か ら ホ ス ホ リパ ー ゼ A2を 作 用 さ せ る 際 に は､

こ の 系 に､ グ ル ー プ I型 お よ び Ⅱ型 酵 素 と し て､ そ れ ぞ

れ ラ ､ソ ト肝 臓 1日 お よ び ラ ッ ト血 小 板 10)か ら常 法 に よ り
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精 製 し た ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2を 添 加 し た｡

刺 激 後 の メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 中 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2を 測

定 す る 襟 は､ 細 胞 を T150の フ ラ ス コ (CORNING)に て 培 養

し､ 刺 激 後､ 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ り は が し､ ホ モ

ジ ン ザ イ ジ ン グ ･バ ッ フ ァ ー に よ り洗 浄 し て か ら 用 い た｡

細 胞 の 可 溶 性 画 分 は､ 細 胞 を チ ､ソプ タ イ プ の ソ ニ ケ 一 夕

一 に よ り破 壊 し た 後､ 4℃､ 100,000xg､ 1時 間 超 遠心

(日 立 RPS5012ロ ー タ ー を 用 い た｡ ) す る こ と に よ り調 製

し た｡

メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が 刺 激 に 応 じ､ 細 胞 外 に 放 出 す る ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性､ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2畳 を 測 定

す る 際 に は､ 細 胞 を 12vellの プ レー ト (CORNING) に て 培

養 し､ 刺 激 後､ そ の 培 養 上 清 を 回 収 し た｡ プ ロ ス タ グ ラ

ン ジ ン E 2産 生 童 は､ NENの ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ ･キ ッ

トを 用 い､ 測 定 し た｡

(q) ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 存 在 す る ホ ス ホ

リパ ー ゼ A 2活 性 の D E A E - 5 PW に よ る 分 画

T S Iく･DE A E - 5 PW (¢75mmx7.5cm､ 東 ソ ー )

を 島 津 製 作 所 の LC7A ･HPLCシ ス テ ム に 接 続 し､

flltrate済 み の ImHEDTAを 含 む 20rTIMト リ ス 塩 酸 緩 衝 液

(p117.4) に よ り平 衡 化 し た｡ こ の カ ラ ム に､ メ サ ン ギ ウ

ム 細 胞 可 溶 性 画 分 を fHtrateし て か ら､ 2mlア プ ラ イ し た｡

カ ラ ム を 同 一 細 戒 の 緩 衝 楯 に て 15分 間 洗 浄 し た 後､ 50分
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間 か け て 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を 1M ま で 上 昇 さ せ､ カ ラ

ム に 吸 着 し た タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た｡ 流 速 は 0･5mlhninと

し､ 分 画 は lfraction=lmlと し た｡
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第 3 章 ラ ッ ト腎 願 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 精 製

3 - 1 序

さ ま ざ ま な 動 物 の 種 々 の 臓 器､ 細 胞 か ら ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2が 精 製 さ れ､ そ の 性 状 が 解 析 さ れ て い る IdI｡ そ の

大 部 分 が 分 子 量 14キ ロ ダ ル トン を 示 し､ 一 次 構 造 解 析 の

結 果､ 2種 類 の ア イ ソ ザ イ ム に 分 析 さ れ る｡ こ れ ら の ア

イ ソ ザ イ ム は､ 古 く か ら解 析 が 進 め ら れ て き た 蛇 寿 由 来

の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の 構 造 の ホ モ ロ ジ ー (ジ ス ル フ ィ ド

結 合 の 位 置 ) か ら､ グ ル ー ブ T型 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2､ グ

ル ー プ J]型 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2 と 呼 ば れ る 15日 6'｡ グ ル ー

ブ l型 酵 素 は､ も と も と､ 臓 器 の 中 で 最 も ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2活 性 が 高 い 肺 臓 か ら 精 製 さ れ 11日 7 ト 20)､ そ の 後､

胃 2 日 22 )や 十 二 指 腸 23'に も 兄 い だ さ れ た た め､ 食 物 消 化

に 関 わ る 外 分 泌 性 酵 素 で あ る と 考 え れ て き た｡ し か し､

現 在 で は､ 肺 2日 25 )腹 膜 26'な ど で も そ の 存 在 が 兄 い だ さ

れ 注 目 さ れ て い る｡ 一 方､ グ ル ー プ Jl型 酵 素 は､ 私 を は

じめ と L/て､ さ ま ざ ま な グ ル ー ブ に よ り､ 炎 症 性 港 出 液

-6'27'~3日 3 '22 '-26'や 血 小 板 32'137'､ 好 中 球 3い か ら 精

製 さ れ､ そ の 酵 素 活 性 が 炎 症 反 応 の 進 行 に 伴 い 上 昇 す る

39'こ と か ら､ 炎 症 の 進 展 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る｡

ア ジ ュ バ ン ド関 節 炎 を 惹 起 し た ラ ッ トの 関 節 腔 に グ ル ー

ブ Ⅲ型 酵 素 を 投 与 す る と､ 炎 症 反 応 を 克 進 す る と い う 報

告 も あ る " 'o 現 在 に い た る ま で､ 腹 膜 日 日 2)､ 肝 臓 437､
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小 腸 4日 な ど の 臓 器､ 清規 45)か ら も 精 製 さ れ て い る｡ こ

れ ら 2樺 柿 の 分 子 圭 14キ ロ ダ ル トン の ホ ス ホ リパ ー ゼ A

2は､ 現 在 で は そ の 送 伝 子 株 道 も 解 明 さ れ､ い ず れ も が 細

胞 外 へ 分 泌 さ れ る た め の シ グ ナ ル 配 列 を 有 す る 放 出 性 の

酵 素 で あ る こ と が わ か っ て い る 31)36日 6‥ 5日｡ さ ら に､

グ ル ー 7.1型 酵 素 は プ ロ 配 列 を 有 し て お り､ チ モ ー ゲ ン

の 形 で 細 胞 外 に 放 出 き れ る と 考 え ら れ る｡

ま た､ 高 性 能 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 技 術 の 進 歩 に よ

り､ こ こ 数 年 問 に は､ 分 子 垂 14キ ロ ダ ル トン を 示 さ ず､

グ ル ー ブ T型､ ロ 型 酵 素 の い ず れ の ア イ ソ ザ イ ム に 属 さ

な い ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 精 製 の 報 告 が お こ な わ れ る よ う

に な っ た｡ そ の 中 で も 興 味 深 い の は､ 当 教 室 金 は じめ い

くつ か の グ ル ー プ に よ る､ グ リ セ ロ ー ル 2位 に ア ラ キ ド

ノ イ )L･基 を 有 す る グ リ セ ロ リ ン 脂 質 を 選 択 的 に 加 水 分 解

す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2の 精 製 の 報 告 で あ るo Alonsoら は､

ヒ ト好 中 球 細 胞 質 に 存 在 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2は､ ア ラ

キ ドン 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る 性 質 を 有

す る こ と を 兄 い だ し､ こ の 酵 素 こ そ 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ

ー 産 生 に 重 要 で あ る と 指 摘 し た 52)｡ そ の 後､ ヒ ト53)

ウ ヤ ギ 血 小 板 54)､ マ ウ ス 由 来 マ ク ロ フ 7 - ヅ 系 細 胞 株

RAU264.755)56)､ ヒ ト由 来 マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 細 胞 株 U937

57)58)よ り､ ア ラ キ ド ン 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 高 選 択 的 に 加

水 分 解 す る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2は 精 製 さ れ た｡ そ の 結 果､

い ず れ の 酵 素 源 よ り精 製 さ れ た も の も､ 分 子 量 90- 110キ

ロ ダ ル トン を 示 し (60キ ロ ダ ル トン と 報 告 し た グ ル ー 7
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も あ る が､ こ れ を 否 定 す る 報 告 が な さ れ て い る 58㌧ )､

活 性 発 現 に LLM オ ー ダ ー の カ ル シ ウ ム イ オ ン を 必 要 と し､

カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 に よ り可 溶 性 画 分 か ら 膜 画 分 へ

移 行 す る性 質 を 示 す｡

そ の 他､ 新 し い タ イ プ●の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 精 製 報 告

と し て は､ R.～.Grossら の グ ル ー ブ に よ り進 め ら れ て い る

プ ラ ズ マ ロ ー ゲ ン 型 リ ン 脂 質 (1- ア ル ケ ニ ル ー 2- ア

シ ル ク リセ ロ リ ン 脂 男') を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る ホ ス ホ

リパ ー ゼ A2の 精 製 が あ る｡ 彼 ら は､ ヒ ツ ジ 血 小 板 よ り描

性 発 現 に 〟M オ ー ダ ー の カ ル シ ウ ム イ オ ン を 必 要 と す る

分 子 量 30キ ロ ダ ル トン を 示 す 59㌧ イ ヌ 心 臓 よ り活 性 発 現

に カ ル シ ウ ム イ オ ン を 必 要 と し な い 分 子 量 40キ ロ ダ ル ト

ン を 示 す68)､ い ず れ も プ ラ ズ マ ロ ー ゲ ン 型 リ ン 脂 質 を よ

い 基 質 と す る ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2を 特 製 し た｡ 興 味 深 い こ

と に､ こ れ ら 2 つ の 酵 素 は､ 1- ア シ ル 型 リ ン 脂 質 で あ

っ て も グ リ セ t1- ル 2位 に ア ラ キ ド ノ イ ル 基 を 有 す る リ

ン 脂 質 をー プ ラ ズ マ ロ ー ゲ ン 型 リ ン 脂 質 同 様､ よ く加 水

分 解 し た｡

一 方､ 腎 臓 は､ 前 述 し た よ う に､ 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ

ー 産 生 の 盛 ん な 代 表 的 な 臓 器 で あ る が､ ホ ス ホ リパ ー ゼ

A 2活 性 が 低 く 6日､ 腎 臓 に 存 在 す る ホ ス ホ リパ ー ゼ A ?の

解 析 は 非 常 に 遅 れ て お り､ そ の 精 製 の 報 告 も な か っ た｡

そ こ で､ ま ず､ ラ ッ ト腎 臓 を 材 料 と し た ホ ス ホ リバ ー セ

A 2の 精 製 を 試 み た｡
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3-2 結 果 と 考 察

(a) ラ ッ ト腎 臓 か ら の 酵 素 源 の 調 製

ラ ッ ト腎 臓 20個 を ホ モ ジ ナ イ ズ し､ loo,000xg超 遠 心 に

よ り膜 画 分 と 可 溶 性 画 分 を 調 製 し､ 1 - パ ル ミ トイル ー

2 - 7 ラ キ ド ノ イ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン を

基 質 と して 用 い ホ ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 を 測 定 し た と こ ろ､

酵 素 活 性 の 約 80% は､ 可 溶 性 画 分 に 回 収 さ れ た｡ こ の 可

帝 位 画 分 に､ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 加 え タ ン パ ク 質

を 沈 澱 さ せ た と こ ろ､ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 濃 度 5%

で は 酵 素 活 性 の 約 60% し か 沈 澱 L/な か っ た が､ 10% に お

い て 酵 素 活 性 の 90% 以 上 が 沈 澱 し た｡

以 上 の 結 果 か ら､ ラ ッ ト腎 厳 に 存 在 す る ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2の 大 部 分 は､ 可 溶 性 画 分 10% ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー

ル 沈 澱 に 回 収 さ れ る と 考 え ら れ た｡ そ こ で､ 以 下 こ の 沈

澱 を 酸 素 源 と し､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2の 括 製 を 行 っ た｡
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Preparation ofEnzymeSource

SD RatKidneys

I
Homogenizein0.25M sucrose,1rnM EDTA, 10mM Tris-HCl(pH7.4)

I
IOO,000xg ultracentrifugatJ'on

｢ ~ ⊥ ｢
pellet
21%

(6.6nmol/min暮)

supernatant
79%

(26.Onmol/min暮)

1
10% PEG Precipitation

r .-⊥ r
peHet supernatant

92% 8%

(25.7nmol/mint) (2.3nmol/min')

'Phospholipase A2 Activity
recoveredfrom 20kidneys
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(b)DEAEセ ル ロ ー ス に よ る ラ ッ ト腎 膜 ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A ～活 性 の 分 画

ラ ッ ト胃 厳 可 溶 性 画 分 の 10% ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル

沈 澱 を､ ホ モ ジ ナ イ ジ ン グ バ ッ フ ァ ー に よ り可 溶 化 後､

pH7.4に お い て､ DEAEセ ル ロ ー ス イ オ ン 交 換 カ ラ ム に

ア プ ラ イ し､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 を 分 画 し た 結 果 を､

図 1に 示 し た｡ 酵 素 活 性 は､ D EA E カ ラ ム に 吸 着 し な

い 画 分､ カ ラ ム に 吸 着 し塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 約 0.2M で 溶

出 さ れ る 画 分､ 約 0.6M で 溶 出 さ れ る 画 分 の 3つ に 分 か れ

て 溶 出 し た (総 括 性 比 は 約 3: 1: 9 で あ り､ こ の 比 率

は い くつ か の preparaいonを 用 い て も 大 き く変 わ ら な か っ

た｡ )｡ こ の 結 果 か ら､ ラ ッ ト腎 臓 に は 少 な く と も 3種

巧 の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 す る こ と が

予 想 さ れ た｡ そ れ ぞ れ の 画 分 に 存 在 す る ホ ス ホ リパ ー ゼ

A 2を､ 順 に､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2-α､ β､ γ と 名 付 け､

そ れ ぞ れ 精 製 し た｡

1つ の 臓 器 あ る い は 細 胞 か ら､ 2種 類 以 上 の ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ イ ム を 兄 い だ し､ 精 製 し た と す る 報

告 と し て は､ こ れ ま で に､ ラ ッ ト腹 膜 26日 日 お よ び ウ サ

ギ 血 小 板 36)5日 を 酵 素 源 と し た 報 告 が 知 ら れ る｡ ラ ッ ト

腹 膜 に は 分 子 量 】4キ ロ ダ ル トン ･ク ル ー プ J型 酵 素 お よ

び □ 型 酵 素､ ウ サ ギ 血 小 板 に は 分 子 量 14キ ロ ダ ル トン ･

ク ル ー プ fr型 酵 素 お よ び 分 子 量 88キ ロ ダ ル トン の ア ラ キ

ドン 顧 含 有 リ ン 脂 質 を よ い 基 質 と す る 酵 素 が 存 在 し て い
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た｡ ま た､ 最 近､ 当 教 室 村 上 は､ 肥 満 細 胞 に は 3挿 莞頁の

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ イ ム が 存 在 す る こ と を 兄 い

だ し て い る 62)｡

図 1 DEAEセル ロ ー ス に よ る ラ ッ ト腎 肺 ホ ス ホ リパ

ー ゼ A2活 性 の 分 画
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(C) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- αの 精 製

ま ず､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A21 αを 精 製 す る た め に､ DE

A E セ ル ロ ー ス で 分 画 し た ホ ス ホ リパ ー ゼ A ～ - α 画 分 を､

pH7･4に お い て､ C M セ フ ァ ロ ー ス ･カ ラ ム に ア プ ラ イ し

た｡ 酵 素 活 性 の 大 部 分 が カ ラ ム に 吸 着 せ ず に 溶 出 さ れ た

(図 2)｡ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 は 透 析 膜 に 吸 若 しや す

い た め､ ホ モ ジ ナ イ ジ ン グ バ ッ フ ァ ー の ま ま CM カ ラ ム

に よ る分 離 は 行 っ た｡

こ の 活 性 画 分 に 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え､ 塩 化 ナ ト リ ウ

ム 濃 度 1･5M と し､ フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル ･疎 水 カ ラ ム に ア

プ ラ イ し た｡ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2は 疎 水 性 が 高 い も の が 多

く､ そ の 精 製 に 疎 水 カ ラ ム が 有 効 で あ る 場 合 が 多 い 63)

本 酵 素 活 性 も ま た 1･5M 塩 化 ナ ト リ ウ ム 存 在 下 カ ラ ム に 吸

若 し､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 緩 衝 液 に て カ ラ ム を 洗

浄 す る こ と に よ り溶 出 き れ た く図 3)｡ こ の 活 性 画 分 を

セ ン ト リ コ ン 10に よ り漉 縮 し (濃 縮 に よ り 活 性 の 大 部 分

が 回 収 さ れ た｡ )､ 次 に､ Superose12ゲ ル 接 遇 FPLC

に よ り分 画 し た｡ 酵 素 活 性 は 分 子 量 約 18キ ロ ダ ル トン の

位 置 に 溶 出 さ れ た (図 4 )｡

ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2は 蔽､ 有 機 溶 媒 に 安 定 な も の が 多 く､

そ の 精 製 に 逆 相 HPLCが 用 い ら れ る こ と が 多 い 64'｡ 本

酵 素 活 性 も ま た､ 酸 を 含 む ア セ トニ ト リル ー水混 頼 中 に

お い て も ほ と ん ど 失 活 しな か っ た の で､ 精 製 の 最 後 に 逆

相 HPLCを 用 い た｡ 逆 相 HPLCの カ ラ ム と し て は､
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フ ェ ニ ル 基 を リガ ン ドと し た フ ェニ ル 5 PW - R P を 使

用 し た｡ 酵 素 活 性 は､ ア セ トニ トリル 演 度 約 30% に て､

多 く の 爽 雑 タ ン パ ク 質 と 一 緒 に 溶 出 さ れ た (図 5)｡ そ

こ で 次 に､ ア セ トニ ト リル 濃 度 勾 配 の 傾 斜 を や や 荘 く し

て､ 同 じカ ラ ム を 用 い リ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 行 っ た｡

そ の 結 果､ 静 素 活 性 は 主 要 な タ ン パ ク 質 の 溶 出 ピ ー ク の

1つ と 重 な っ て 搭 出 さ れ た (図 6)｡

以 上 の 操 作 に よ り､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- α は S D S -

P A G E上 単 一 バ ン ト､ 約 2万 倍 に 精 製 さ れ た (表 1)｡

分 子 量 は 約 14キ ロ ダ ル トン で あ っ た (図 7 )｡

表 1

Purification ofRatKidney Phospholipase A2-0

totalpTOteln totalactivity yield specificactivity purification

tmgI (nrTIOl/min) (%) (PTnOIImln/mg) Hold)

DEAEceHulose 1719 3.2 100

CM Sepharose 980 6.4 200 6･5 3.6

phenyIToyopeart 184 2.15 67 11･7 6･5

Superose12 16･5 1.23 38 74･5 41.4

pheny15PW-RP o.008 0.29 9 3･6xlO▲ 2.OxlO一

(2nd) 0.002 0.13 4 6.5xlÒ 3.6xlO一
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EJutionProfilesofColumnChromatography
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図 7
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(d) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2-β の 精 製

次 に､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- β を 精 製 し た｡

DEAEセ ル ロ ー ス で 分 画 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- β

画 分 に､ ま ず､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム

洪 度 lM と し､ フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル ･疎 水 カ ラ ム に ア プ

ラ イ し た｡ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- β は a 同 様､ 高 塩 演 度 存

在 下 カ ラ ム に 吸 着 し､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 緩 衝 液

に て カ ラ ム を 洗 浄 す る こ と に よ り溶 出 さ れ た (図 8)｡

こ の 活 性 画 分 を 次 に､ pH7.4に お い て DEAEセ プ ア セ

ル .カ ラ ム に ア プ ラ イ し た｡ 酵 素 活 性 は カ ラ ム に 吸 着 し､

塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り､ 塩 化 ナ ト

リ ウ ム 濃 度 約 0･2-0.3M に て 溶 出 さ れ た (図 9)｡

こ の 活 性 画 分 を､ さ ら に セ ン ト リ コ ン 10に よ り濃 縮 し

(β も α同 様､ こ の 濃 縮 に よ り活 性 の 大 部 分 が 回 収 き れ

た｡ )､ こ れ に 固 形 硫 安 を 加 え､ 硫 安 濃 度 2M と し た｡

次 に､ こ の 試 料 を エ ー テ ル 5 P W ･H P L C に ア プ ラ イ

し た｡ 本 カ ラ ム は､ 比 較 的 疎 水 性 の 弱 い 疎 水 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ ー で あ る｡ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 は 硫 安 存 在 下 カ

ラ ム に 吸 着 し､ 硫 安 濃 度 を 減 少 さ せ て い く と､ 硫 安 を 含

ま な い 援 街 液 で 溶 出 さ れ た (図 10)｡

ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 21 β の 酵 素 活 性 も ま た､ a 同 様､ 酷

を 含 む ア セ トニ ト リ ル ー 水 混 頼 中 に お い て も ほ と ん ど 失

活 し な か っ た の で､ 精 製 の 最 後 に 逆 相 HPLCを 用 い た｡

逆 相 H P L C の カ ラ ム と し て は､ オ ク テ ル 碁 を リ ガ ン ド
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と し TL:CapccII PAK C8カ ラ ム を 快 FT]し た｡ こ の 逆 相 Ii P

L C 用 の カ ラ ム は､ フ ェ ニ ル 5 P W - R P よ り キ 1･バ シ

テ ィ が 大 き い｡ そ の 結 果､ 朴 素 活 性 は､ ア セ トニ ト リル

深 度 約 35% に て､ タ ン パ ク 質 の 摘 出 ピ ー ク の 1つ と 重 な

っ て 沼 出 さ れ た (図 11)｡

以 上 の 操 作 に よ り､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- β は SDS-

P A G E 上 単 一 バ ン ト､ 約 8万 倍 に 精 製 き れ た く衆 2 )｡

分 子 派 は 約 14キ ロ ダ ル トン で あ っ た (図 12)｡

Purification ofRatKidney Phospholipase A2-β

totalprotein totalactiv"y yieJd SPeCmcactlvHy PUrmCatlon

(mg) (nrnol/min) (%l (pmoI/min/mgJ HoIdJ

DEAEceHLJlose 458 0.98 100 2.1 1

PhenyJToyopearl 114 0.75 77 6･6 3･1

DEAESephacel 36･3 0･44 45 10･2 419

TSK Ether-5PW 5.5 0.32 33 58･8 28･O

Rp-HPLC o.001 0.17 17 1.7x105 8,OxlO4

一二!/ド
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(e) ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- α､ β の 免 疫 化 学 的 解 析

(3 - 1) で も 述 べ た よ う に､ 分 子 草 が 14キ ロ ダ ル ト

ン で あ る ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2に は､ こ ね ま で に グル ー プ ]

型 お よ び □ 型 と 呼 ば れ る 2種 類 の ア イ ソ ザ イム が 存 在 す

る こ と が 知 ら れ て い る｡ 次 に､ こ れ ら 2種 類 の ア イ ソ ザ

イ ム に 対 す る 抗 体 と､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β と の 反

応 性 を 検 討 し た｡

そ の 結 果､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- αは､ 図 13に 示 す よ う

に､ グ ル ー プ 1型 酵 素 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ

り､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- β は､ 図 14に 示 す よ う に､ グ ル

ー プ Ⅲ型 酵 素 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り､ ほ ぼ

完 全 に 酵 素 活 性 が 阻 害 さ れ た｡ 酵 素 化 学 的 性 質 も 検 討 し

た (詳 し い 結 果 に つ い て は 後 述 す る｡ ) が､ ホ ス ホ リパ

ー ゼ A2-α､ β の 性 質 は そ れ ぞ れ グ ル ー ブ I型､ Ⅱ型 酵

素 と 一 致 し た｡ ま た､ グ ル ー ブ Ⅲ型 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の

特 徴 と し て ヘ パ リ ン 高 親 和 性 が あ げ ら れ る 63'65)が､ D

EA Eセ ル ロ ー ス ･ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- β 画 分 中 の ホ ス

ホ リパ ー ゼ A 2活 性 の 大 部 分 が ヘ パ リ ン ･セ フ ァ ロ ー ス に

吸 着 し た (図 15). 以 上 の 結 果 よ り､ ラ ッ ト腎 臓 よ り精

製 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- a､ β は､ そ れ ぞ れ グ ル ー プ

E型 ホ ス ホ リパ ー ゼ A2お よ び グ ル ー プ E型 ホ ス ホ リパ ー

ゼ A2で あ る こ と が 明 ら か と な っ た｡

グ ル ー ブ T型 酵 素 は､ 停 願､ 胃 や 十 二 指 腸 に 兄 い だ さ

れ､ 食 物 消 化 に 関 わ る と 考 え ら れ て き た が､ 最 近 そ の 存
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在 が 見 い た さ れ た 肺､ 牌 厳 に 加 え､ 本 研 究 に お い て､ 腎

臓 に も そ の 存 在 が 兄 い だ さ れ た｡ 食 物 消 化 以 外 に､ 生 体

内 で 重 要 な 機 能 を 果 た し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た｡

グ ル ー プ 71型 酵 素 が 腎 臓 に 存 在 す る と す る 報 告 も 本 研

究 ま で 見 ら れ な か っ た が､ Kramerら は､ ノ ー ザ ン ･ブ ロ

ッ テ ィ ン グ に よ り､ グ ル ー プ Ⅱ 型 酵 素 の m 氏 N A が 腎 臓

に 存 在 す る と 兄 い だ して い る 36)｡ 本 研 究 に よ り､ タ ン パ

ク 質 と し て 確 か に グ ル ー プ Ⅲ型 酵 素 が 存 在 す る こ と が 明

ら か と な っ た｡ グ ル ー ブ ∬ 型 酵 素 は 炎 症 反 応 進 行 に 関 与

す る と 考 え ら れ て き た が､ 最 近 当 教 室 で は､ あ る 種 の 臓

器 傷 害 に お い て､ グ ル ー プ Ⅱ型 酵 素 が 誘 導 さ れ､ 臓 器 の

リ ン 脂 質 分 解 を 冗 進 す る こ と を 見 い た し た｡ す な わ ち､

心 臓 に 虚 血 を お こ し た り66)､ 肝 臓 に 四 塩 化 炭 素 に よ り 傷

害 を 与 え た り し た 際 に 671､ ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア

ミ ン の 分 解 が 克 進 す る こ と､ さ ら に､ こ の 克 進 が､ グ ル

ー ブ Ⅲ型 酵 素 に 対 す る 抗 体 に よ り お さ え ら れ る こ と を 観

察 し た｡ 腎 臓 に お い て も､ 何 ら か の 傷 害 に と も な い､ さ

ら に ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- β の 活 性 が 上 昇 す る 可 能 性 も 考

え ら れ る｡

(3- 1) で も 述 べ た よ う に､ グ ル ー ブ I型 酵 素､ グ

ル ー プ E型 酵 素 は い ず れ も 細 胞 外 に 分 泌 さ れ る た め の シ

グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 して い る｡ い く つ か の 細 胞 系 に お い

て 刺 激 に 応 じ て 細 胞 外 に 放 出 さ れ る こ と も 兄 い だ さ れ て

い る 35)68ト 7日｡ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- a､ β は い ず れ も

一 旦 細 胞 外 に 放 出 さ れ て か ら働 く と 考 え ら れ る｡
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(i) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 特 製

一 方､ ラ ッ ト腎 厳 に 最 も 多 く存 在 す る と 考 え ら れ る ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 精 製 は 以 下 の よ う に 行 っ た｡

D E A E セ ル ロ ー ス で 分 画 し た ホ ス ホ リ バ - ゼ A 2- r

画 分 に､ ま ず､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム

漉 度 lM と し､ フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル ･疎 水 カ ラ ム に ア プ

ラ イ し た｡ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- γ も ま た､ ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2- α､ β 同 様､ 高 塩 漉 度 存 在 下 カ ラ ム に 吸 着 し､ 塩

化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま な い 緩 衝 液 に て カ ラ ム を 洗 浄 す る こ

と に よ り溶 出 さ れ た (囲 】6)｡

こ の 活 性 画 分 を 次 に､ シ バ ク ロ ン ブ ル ー F 3 G A を リ

ガ ン ド と す る ブ ル - セ フ ァ ロ ー ス ･カ ラ ム に ア プ ラ イ し

た｡ 本 カ ラ ム は も と も と N A D､ N A D P 酵 素 の ア ブ イ

ニ チ イ ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー 用 の ゲ ル と し て 開 発 さ れ た も

の で あ る が､ そ の 後､ さ ま ざ ま な 酵 素 の 精 製 に 用 い ら れ

て お り､ ラ ッ ト肝 臓 ミ トコ ン ド リ ア か ら の ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2の 精 製 に も 使 わ れ て い る 72'｡ 酵 素 活 性 は カ ラ ム に

吸 着 し､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り､

タ ン パ ク 質 の ピ ー ク に や や 遅 れ て､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濃 度

約 0.6M 付 近 に ブ ロ ー ドな ど - ク と し て 蒋 出 さ れ た (図

】7)｡

こ の 活 性 画 分 を､ さ ら に セ ン ト リ コ ン 10に よ り濃 縮 し

(γ も､ こ の 溝 縮 に よ り活 性 の 大 部 分 が 回 収 さ れ た｡ )､

Superose12ケ ル 培 過 F P L Cに よ り分 画 し た｡ 本 酵 素 は
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Superoseの ゲ ル (ア ガ ロ ー ス で で き て い る｡ ) と ア ブ イ

ニ チ イ を 有 し て お り､ 大 部 分 の タ ン パ ク 質 が 溶 出 さ れ た

後ー タ ン パ ク 質 の 溶 出 ピ ー ク の 1つ と 重 な っ て 溶 出 さ れ

た く同 18)｡ 木 カ ラ ム は 溶 山 に ア セ トニ ト リル を 含 む t.7f

tli把 も 使 用 で き る｡ ア セ トニ ト リル を 含 む 持 出 浦 を 用 い

る と､ 含 ま な い 浦 山 手招で 招 .Lhを 行 う と 実 F,',{tdj分IT一軒 よ り
疋 ilて 締 出 さ れ る タ ン パ ク 質 も､ 比 較 的 実 際 の 分 子 ia-ど

お り 招 出 さ れ る (例 え ば､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2 - β もまこ の

よ う な 性 質 を 示 し た｡ )｡ し か し､ 本 酸 素 は か な り ア ブ

ィ ニ テ ィ が 強 く､ こ の よ う な 条 件 に お い て も か な り遅 れ

て 宙 出 さ れ た｡

以 上 の 操 作 に よ り､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- γ は､ SDS

- p A G E 上 単 一 バ ン ト､ D E A E セ ル tj- ス で 分 画 し

た 後 の 約 1000倍､ 腎 臓 可 溶 性 画 分 か ら 約 8500倍 に 桁 鮎 さ

れ た く表 3 )｡ 分 子 忠 は 約 30キ Ljダ ル トン で あ っ た (同

日))｡

蓑 3 Purification ofRatKidney Phospholipase Ar y

totalprotein totalactlv"y yleld SPeCmcactlvlly Purl=cation

(mgl (nmoL/mln) t%) (pmoJ/mtnlmg) tfold)

crude 7425

10%PEG ppl･ 4914

DEAEcell山ose 266

PhenylToyopeaTl 45

B一ueSephar()Se 7･4

Superose12 0･02

26.0 100 3･5 1

25.7 99 5.3

8.4 33 (100) 31.6

4.5 17 (51) 100

1.9 7.3(22) 257

0.6 2.3け.o) 30000

1.5

90日.0)

28.614.8)

73.4(8.2)

8571 (952)
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図 19
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(冒) 精 製 に と も な う ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 分 子 皐

の 変 化

精 製 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- γ は､ SDS-PAGE上 分

子 重 約 30キ ロ ダ ル トン を 示 し た が､ 精 製 段 階 の ち が い に

よ り､ ゲ ル 接 遇 上 異 な る 挙 動 を 示 し た｡ ブ ル ー セ フ ァ ロ

ー ス で 分 画 す る 前 の､ D E A E セ ル ロ ー ス で 分 画 L,た 後､

あ る い は フ ェ ニ ル トヨ バ ー ル で 分 画 し た 後 の 酵 素 活 性 画

分 を､ セ フ ァ デ ッ ク ス G75に よ りゲ ル 捷 過 す る と､ 図 20

A に 示 す よ う に､ 酵 素 活 性 は 分 子 量 約 60キ ロ ダ ル トン の

位 置 に 締 出 さ れ た｡ しか し､ ブ ル ー セ フ ァ ロ ー ス で 分 画

し た 後 の 酵 素 活 性 画 分 を ゲ ル 経 過 す る と､ 図 20Bに 示 す

よ う に 酵 素 活 性 は か な り低 分 子 量 に 誇 出 さ れ､ 精 製 ホ ス

ホ リパ ー ゼ A 2 - γ と 同 様 の 挙 動 を 示 し た (本 酵 素 は セ フ

ァ デ ッ ク ス の ゲ ル に も 吸 着 性 を 示 し た｡ )｡ ま た､ ブ ル

ー セ フ ァ ロ ー ス で 分 画 す る 前 の 酵 素 活 性 画 分 を､ 】%コ

ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 存 在 下 ゲ ル 減 退 す る と､ ブ ル ー セ フ ァ

ロ ー ス で 分 画 し た 後 の 画 分 を ゲ ル 揺 過 し た 場 合 と 同 様､

酵 素 活 性 は か な り低 分 子 量 に 溶 出 さ れ た (図 20C)｡ 同

様 の 結 果 は､ 2 M 塩 化 ナ ト リ ウ ム 存 在 下 の ゲ ル 櫨 削 こお

い て も 観 察 さ れ た｡

以 上 の 結 果 は､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- γ が 腎 臓 内 に お い

て､ 他 の 分 子 と 接 合 休 を 形 成 し て い る 可 能 性 を 示 唆 し て

い る｡ こ の 複 合 体 は 界 面 活 性 剤 や 高 濃 度 の 塩 に よ り解 離

す る よ う な 疎 水 性 結 合 に よ り形 成 さ れ て い る と 考 え ら れ
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る｡ Uangら は､ リ ン パ 球 の ホ ス ホ リパ ー ゼ C を 清 製 す る

過 程 に お い て､ リ ン パ 球 の ホ ス ホ リパ ー ゼ Cが あ る種 の

G T P結 合 タ ン パ ク 質 と結 合 し て お り､ 界 面 活 性 剤 存 在

下 ゲ ル 接 遇 す る こ と に よ り こ の 結 合 が 解 離 す る こ と を 兄

い だ し て い る 73'｡ い く つ か の 細 胞 系 に お い て､ ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A2活 性 が GTP結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 調 節 さ れ て

い る と い う 可 能 性 も 示 唆 さ れ て い る 78‥ 86㌧ ホ ス ポ リ パ

ー ゼ A2- γ も あ る 種 の GTP結 合 タ ン パ ク 質 と カ ッ プ ル

し て い る 可 能 性 も 考 え ら れ る｡ し か し､ 私 が 用 い た ホ ス

ホ リ パ ー ゼ A2の ア ッ セ イ 系 で は､ GTP-γSに よ る ホ

ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 の 上 昇 あ る い は 減 少 は 見 ら れ ず､ ホ

ス ホ リパ ー ゼ A2- γ が GTP結 合 タ ン パ ク 質 と 結 合 し て

い る 可 能 性 を 示 唆 す る よ う な 結 果 は 得 ら れ な か っ た｡

現 在 の と こ ろ､ ホ ス ホ リバ - ゼ A2- γ が､ ど の よ う な

分 子 と 複 合 体 を 形 成 し う る か に つ い て は､ 全 く知 見 を 得

て い な い｡ こ こ で 述 べ た ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 複 合 体 形 成

に つ い て は 今 後 検 討 す べ き 課 題 で あ る｡
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Ehtion Profiles ofSephadex G-75
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(h) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2 - γの 免 疫 化 学 的 解 析

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ は､ 従 来 報 告 の あ る ホ ス ホ リパ

ー ゼ A 2と 異 な る分 子 量 を 示 し た｡ ま た､ 図 2】に 示 す よ う

に､ 14キ ロ ダ ル トン ･グ ル ー プ T型 お よ び Jl型 ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り､ そ の 活 性

は 全 く影 響 を う け な か っ た｡ さ ら に､ ア ラ キ ド ン 酸 含 有

リ ン 脂 質 を 遺 択 的 に 加 水 分 解 す る ホ ス ホ リ バ ー セ A 2に 対

す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 反 応 性 も 検 討 し た が､ こ の

抗 体 に よ っ て も､ 酵 素 活 性 は 全 く吸 収 さ れ な か っ た (図

22)｡ こ れ ら の 結 果 よ り､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- T は 既 知

の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ イ ム と は 異 な る 新 し い タ

イ プ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2で あ る と 考 え ら れ た｡ こ の 点 を

さ ら に 明 ら か に す る た め に､ 次 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ A ,- γ

に よ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た｡

部 分 精 製 酵 素 を マ ウ ス に 線 内 投 与 し､ 免 疫 後 の 腺 細 胞

か ら 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ を 作 製 し た｡ ス ク リ ー ニ ン

グ を 繰 り返 し た 結 果､ 抗 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ抗 体 産 生

株 4 株 を 緯 た｡ サ ブ ク ラ ス を 検 討 し た と こ ろ､ い ず れ の

ハ イ ブ リ ドー マ が 産 生 す る 抗 体 も IどM で あ っ た｡ い ず

れ の 抗 体 も､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 酵 素 活 性 を 用 量 依

存 的 に 吸 収 し た が､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β の 酵 素 活

性 に は 全 く影 野 し な か っ た (図 23に 抗 体 の 1つ を 用 い た

結 果 を 示 し た｡ )｡ ま た､ ラ ッ ト血 小 板 細 胞 質 よ り部 分

精 製 し た ア ラ キ ド ン 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 選 択 的 に 加 水 分 解
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す る ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 酵 素 活 性 も 全 く吸 収 せ ず､ ホ ス

ホ リパ ー ゼ A 2 - γ は･ 免 疫 化 学 的 に 全 く新 し い ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ イ ム で あ る こ とが わ か っ た｡

こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2-

γの 部 分 精 製 原 品 の イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た と こ

ろ､ 図 24に 示 す よ う に､ 確 か に 分 子 量 約 30キ ロ ダ ル トン

の バ ン ドが 検 出 さ れ た｡ こ の 結 果 よ り､ 分 子 量 30キ ロ ダ

ル トン の タ ン パ ク 質 が､ 確 か に 酵 素 活 性 を 担 う タ ン パ ク

質 で あ る こ と が 示 さ れ た｡ ま た､ 30キ ロ ダ ル トン の バ ン

ドの 他 に､ 分 子 量 60キ ロ ダ ル トン 付 近 に も バ ン ドが 検 出

さ jlた｡ (g ) で 論 じ た 酵 素 と 別 の 分 子 の 複 合 体､ あ る

い は 酵 素 の 二 重 体 で あ る可 能 性 も 考 え られ る｡
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図 21

図 22

lmmunoreactt州yoIRatKtdneyPhosphollpaseA2-γ
withantトRat14kDaPhosphoIIpaseA2PolyclonalAntlbody

8

00

∽

叫

F

S

(
%

)

と
-̂
[1
3
■

一tm

P
HS
t,
)

0 1∞ 2∝y

Antトr8t14kD8Phospho‖p8SeA2polyclonAlantlbodyOJglml)

AbsorptionofRatKidneyPhospholipaseA2･y
withanti-Rabbit88kDaPhospholipaseA2MonoclonaIAntibody

00

80

60

40

2

(%
)

)̂
!̂

!
1
3
e
Le
n

P
JS
aJ

10 20

antI-rabbit88kDaPLA2antibody(JJg/ml)

-51-



AbsorptionofPhospholipaseA2ActJ'vitywith

anti･RatKidneyPhospholipaseA2･γ MonoclonaJAntibody

00

80

60

00

2

(
%
)

^
〓
>
J
to
e

len
P
IS

aJ

0 10 20
anlI･ratkldneyphosphoHpaseA21γant∫bodyuJg/ml)

-52-

図 23



図 24
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( l) ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 酵 素 化 学 的 解 析

新 し い タ イ プ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ イ ム､ ホ

ス ホ リ パ ー ゼ A ,- γ の 酵 素 化 学 的 性 質 に つ い て 最 後 に 検

討 し た｡ 表 4 に､ そ の 性 質 を ま と め､ ラ ッ ト腎 臓 か ら 精

製 し た も う 2つ の ア イ ソ ザ イ ム と 比 較 し た も の を 示 し た｡

表 4

EnzymaticPropertiesofRatKidneyPhosphoJipasesA2

α β γ

MolecularWeight 14kDa 14kDa 30kDa

caZ◆Requirement 10-3M 1013M 1011M
SubstrateSpecificity PE,PS,PC PE,PS>PC PE,PS>PC

OptimumpH 8-10 8-10 7-10

1nhibitors PBPB PBPB PBPB
DTT DTT DTT
mepacrine mepacrine mepacrine
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ホ ス ホ リバ ー セ A 2- γ は､ ホ ス ホ リバ ー セ A 2- α､

β 同 様､ 活 性 発 現 に カ ル シ ウ ム イ オ ン を 必 要 と し､ ED

TA 存 在 下 そ の 活 性 は 完 全 に 阻 害 さ れ た く図 25)｡ し か

し､ そ の カ ル シ ウ ム 要 求 性 は､ 他 の 2 つ の 酵 素 に 比 へ､

1オ ー ダ ー ほ ど 低 く､ 10-AM で 50% 以 上 の 活 性 が 発 現 さ

れ た｡ 前 述 し た よ う に､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β は 細

胞 外 で 働 く と 考 え ら れ る が､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ は つ

い て は､ 細 胞 外 に 放 出 さ れ る 酵 素 か､ 細 胞 内 に お い て 機

能 す る 酵 素 か は､ 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る｡ 最 近､ い く

つ か の 細 胞､ 臓 器 か ら､ カ ル シ ウ ム 要 求 性 が 低 く､ 細 胞

内 濃 度 と 考 え ら れ る 10-6M 程 度 で 活 性 を 発 現 す る ホ ス ホ

リ パ ー ゼ A 2が 精 製 ざ れ､ 注 目 さ れ て い る 53,-68,｡ こ れ

に 対 し､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2 - γ は､ カ ル シ ウ ム 要 求 性 が

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β と比 較 し た ら 低 い と い っ て も､

10-6M 程 度 の カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃 度 で は､ ほ と ん ど 活 性

を 発 現 しな い｡ こ の 酵 素 が 細 胞 内 で 機 能 す る た め に は､

カ ル シ ウ ム 要 求 性 を 減 少 さ せ る 何 ら か の フ ァ ク タ ー が 必

要 で あ る と 考 え ら れ る｡

図 26は､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- γ の 基 質 特 異 性 を､ ホ ス

ホ リ パ ー ゼ A 2- α､ β と 比 較 し た 結 果 を 示 し て い る｡ ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ は､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α が ホ ス

フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン､ ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン､

ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン い ず れ を も 良 い 基 質 と す る の に 対

し･ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- β 同 様､ ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン

に 比 べ､ ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン､ ホ ス フ ァ チ
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ジ ル セ リ ン を 良 く加 水 分 解 し た. ま た､ デ ー タ は 示 さ な

い が､ い ず れ の 酵 素 も､ グ リ セ ロ ー ル 2位 に ア ラ キ ド ノ

イ ル 基 を も つ リ ン脂 質､ リ ノ レ オ イル 基 を も つ リ ン 脂 質

を 同 様 に 加 水 分 解 し た.

阻 害 剤 の 効 果 も 検 討 し た｡ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ は､

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- a､ β 同 様､ 活 性 ヒ ス チ ジ ン 残 基 阻

害 剤 で あ る p - ブ tjモ フ ェ ナ シ ル ブ ロ マ イ ド(PBPB)や､

ジ ス ル フ ィ ド結 合 を 道 元 す る ジ チ オ ス レ イ トー ル (DTT)に

よ り 阻 害 さ れ た が､ チ オ ー ル 基 修 飾 剤 で あ る N - エ チ ル

マ レ イ ミ ド(HEM)や ヨ ー ドア セ タ ミ ド､ 活 性 セ リ ン 残 基 修

飾 剤 で あ る フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド(PMSF)

や ジ イ ソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ リ ン 酸 (DドP)に は 阻 害 ざ れ な か

っ た｡ 類 似 し た 活 性 部 位 の 構 造 を 有 す る 可 能 性 が 考 え ら

れ た｡ ま た､ 広 くホ ス ホ リパ ー ゼ A2の 阻 害 剤 と し て い る

メ バ ク リ ン に も ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ は 阻 害 さ れ た が､

グ ル ー プ D型 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 特 異 的 阻 害 剤 と し て 開

発 さ れ た CX - 1は､ グ ル ー プ ロ型 酵 素 (ホ ス ホ リパ ー

ゼ A 2- β ) を 阻 害 す る 濃 度 (25ns/mJ)に お い て､ ホ ス ホ

リパ ー ゼ A 21Tの 活 性 に は 影 響 し な か っ た.
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図 25 C㌔十Requi.ementof
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3 - 3 ま と め と 考 察

腎 臓 は 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生 の 盛 ん な 臓 器 で あ る｡

私 は､ 本 研 究 に お い て､ ラ ッ ト腎 臓 に は､ こ の 脂 質 性 メ

デ ィ エ ー タ ー の 律 速 酵 素 で あ る ホ ス ホ リパ ー ゼ A2と し て､

少 な く と も 3種 類 の ア イ ソ ザ イ ム (ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2-

α､ β､ γ)が 存 在 す る こ と を 明 ら か に し た｡

さ ま ざ ま な 臓 器､ 細 胞 か ら ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 精 製 那

試 み ら れ､ 報 告 さ れ て い る｡ し か し､ 蛋 白 化 学 的 お よ び

免 疫 化 学 的 解 析 に よ り､ そ の 大 部 分 が 14キ ロ ダ ル トン ･

グ ル ー ブ Ⅰ型 あ る い は Ⅱ型 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の ア イ ソ ザ

イ ム に 属 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る｡ 私 が､ う ､ソ ト

腎 臓 よ り精 製 し た ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- a､ β も こ の ク ル

ー プ に 属 す る 酵 素 で あ っ た｡ こ れ ら の 酵 素 は 刺 激 に 応 じ

て 細 胞 外 に 放 出 す る こ と が 知 ら れ て お り､ お そ ら く細 胞

の 外 か ら 作 用 し､ 細 胞 の 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー の 産 生 を

克 進 し て い る と 考 え ら れ る｡ こ の 点 に つ い て は､ 第 4 葦

に お い て 検 討 す る｡

し か し､ 腎 臓 か ら 精 製 し た も う 】つ の ホ ス ホ リパ ー ゼ

A 2 - γ は､ 明 ら か に こ れ ら と は 異 な る 酵 素 で あ り､ 新 し

い タ イ プ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2で あ っ た. ラ ッ ト腎 臓 に は､

こ の 新 し い タ イ プ の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γの 活 性 が､ 私

が 用 い た ホ ス ホ リバ ー セ A 2の ア ッ セ イ 系 で 見 る 限 り最 ち

多 く存 在 し て い た｡ 腎 臓 に お け る 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー
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の 産 生 に は､ こ の 酵 素 が 最 も 寄 与 して い る と 考 え ら れ る｡

ご く最 近､ Gronichら 臥 ラ ッ ト腎 厳 よ り110キ ロ ダ ル

トン の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2を 精 製 し た と 報 告 し た 87,｡ 彼

ら に よ る と､ こ の 酵 素 は ア ラ キ ドン 酸 含 有 リ ン 脂 質 を 良

い 基 質 と し､ 10-6M 程 度 の カ ル シ ウ ム 濃 度 で 十 分 な 活 性

を 発 現 す る と い う｡ ラ ッ ト腎 臓 に は こ の 分 子 量 110キ ロ ダ

ル トン の 酵 素 が 最 も 多 く存 在 す る と し て い る｡ こ の 性 質

は､ 当 教 室 に お い て ウ サ ギ 血 小 板 細 胞 質 な ど か ら 兄 い だ

し て い る ア ラ キ ドン 酸 含 有 リ ン 脂 質 を よ く加 水 分 解 す る

酵 素 の 性 質 と よ く一 致 し て い る 54'｡ し か し､ ウ サ ギ 血 小

板 細 胞 質 ホ ス ホ リパ ー ゼ A2に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 休

に よ っ て､ ラ ッ ト腎 臓 中 の ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 は ほ と

ん ど 吸 収 さ れ な か っ た｡ ま た､ ウ サ ギ 腎 臓 中 に も､ こ の

抗 体 に よ り 吸 収 さ れ る よ う な ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 は 見

ら れ な か っ た 12'｡ 何 故､ 彼 ら が 兄 い だ し た ホ ス ホ リパ ー

ゼ A2が 検 出 で き な い の か に つ い て は､ 現 在 の と こ ろ 不 明

で あ る｡

ま た､ 1990年 の 国 際 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 会 議､ ア メ リ

カ 腎 臓 学 会 に お い て､ Morrisonら は､ ウ サ ギ 腎 臓 皮 質 か

ら､ ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン に 選 択 的 に 作 用 す

る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2を 精 製 し た と 稚 告 し た 88'89'｡ こ の

酵 素 は､ 活 性 発 現 に m M オ ー ダ ー の カ ル シ ウ ム イ オ ン を

必 要 と し､ 分 子 量 22キ ロ ダ ル トン を 示 し二 量 体 を 形 成 す

る と い う｡ こ の 酵 素 は､ ウ サ ギ 腎 臓 に お け る ホ ス ホ リパ

ー ゼ A2- ,rで あ る 可 紀 性 も 考 え ら れ る｡
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第 4 葦 ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お け る ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2の 機 能 の 解 析

4 - 1 序

こ の 章 で は､ 腎 臓 よ り精 製 し､ そ の 性 状 を 解 析 し た ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β､ γの 腎 臓 内 に お け る機 台巨を 明

ら か に す る た め に､ 腎 臓 由 来 培 養 細 胞 を 用 い､ 細 胞 レベ

ル で の 解 析 を 行 っ た｡ 腎 臓 由 来 培 養 細 胞 と し て は､ メ サ

ン ギ ウ ム 細 胞 を 用 い た (下 写 真 )ら



メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は､ 腎 糸 球 体 に 存 在 す る細 胞 で あ る｡

以 前 は 単 な る 糸 球 体 係 蹄 の 支 持 湖 織 と し て 考 え ら れ て き

た が､ 近 年 種 々 の 物 質 に 反 応 し て 収 縮 す る こ と や､ 細 胞

増 殖 反 応 を 示 す こ と､ あ る い は メ サ ン ギ ウ ム 基 質 を 産 生

す る こ と な ど が 知 ら れ て き て お り､ 糸 球 体 経 過 機 能 の 調

節 や 腎 炎 の 反 応 の 場 と し て こ の 細 胞 が 重 要 で あ る と 考 え

ら れ る よ う に な っ た 98'｡ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は､ 刺 激 の な

い 状 態 に お い て も プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン (ラ ッ ト培 養 メ サ

ン ギ ウ ム 細 胞 で は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2､ ヒ ト培 養 メ サ

ン ギ ウ ム 細 胞 で は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン I2の 産 生 が 多 い と

さ れ る 9 -'｡ ) を 産 生 し､ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 収 縮 や 増 殖

を も た ら す よ う な､ ア ン ギ オ テ ン シ ン n､ バ ソ プ レ ッ シ

ン な ど の 血 管 作 動 性 ホ ル モ ン や､ イ ン タ ー ロ イ キ ン 1､

T N F､ L P S､ 補 体 と い っ た 炎 症 性 の 刺 激 に 反 応 し プ

ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の 産 生 が さ ら に 瓦 進 す る こ と が 知 ら れ

て い る 92㌔ ま た､ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン に 加 え､ メ ヤ ン ギ

ウ ム 細 胞 は PAFも 産 生 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 93㌔

そ し て､ こ れ ら 産 生 さ れ た 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー は､ メ

サ ン ギ ウ ム 細 胞 自 身 に も 作 用 し､ そ の 反 応 を 修 飾 す る 可

能 性 が 示 唆 さ れ て い る｡

近 年､ メ ヤ ン ギ ウ ム 細 胞 の 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生

に 関 与 す る ホ ス /･hリ パ ー ゼ A 2の 活 性 調 節 機 構 に つ い て も､

い く つ か の グ ル ー ブ に よ り解 析 が 進 め ら れ､ GTP結 合

タ ン パ ク 質 85'86'､ カ ル モ ジ ュ リ ン 94'､ プ ロ テ イ ン キ ナ

ー ゼ C95'な ど､ さ ま ざ ま な 機 構 に よ り 調 節 さ れ る 可 能 性
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が 報 告 さ れ は じ め て い る｡ し か し､ い か な る ホ ス ホ リ パ

ー ゼ A 2が そ の 反 応 に 関 与 す る か に つ い て の 報 告 は な か っ

た｡ 私 は､ 精 製 し た ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β､ γな ら

び に そ れ ぞ れ に 対 す る 抗 体 を 用 い､ こ の 点 を 中 心 に 解 析

を 行 っ た｡
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4 - 2 結 果 と 考 察

(a) ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の ホ ス ホ リパ ー ゼ

A 2活 性

ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 可 溶 性 画 分 を 調 製 し､ 1

- パ ル ミ ト イ ル ー 2 - ア ラ キ ド ノ イ ル グ リ セ ロ ホ ス ホ エ

タ ノ ー ル ア ミ ン を 基 質 と し て 用 い､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活

性 を 測 定 し た と こ ろ､ 10-6個 の 細 胞 あ た り9･9± L Jpmot

/m川 の 酵 素 活 性 が 検 出 さ れ た｡ こ の 酵 素 活 性 を､ DEA

E イ オ ン 交 換 カ ラ ム に 分 画 し た 結 果 を､ 図 27に 示 し た｡

酸 素 活 性 は､ pH7･4に お い て カ ラ ム に 吸 着 し､ 塩 化 ナ ト リ

ウ ム 濃 度 を 上 昇 さ せ る こ と に よ り､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 漉 度

約 0･6M に て 溶 出 ざ れ た｡ こ の カ ラ ム 上 の 挙 動 は､ ホ ス ホ

リパ ー ゼ A2- γ と 一 致 し た｡ こ の DEAEカ ラ ム に 吸 着

し た ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 は､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ

に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り吸 収 さ れ た (図 28)

が､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- β の 酵 素 活 性 を 阻 害 し た グ ル ー

プ n型 酵 素 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に は 全 く影 昔 を

う け な か っ た (図 29)｡ ま た､ ア ラ キ ト ン 顧 含 有 リ ン 脂

田 を 選 択 的 に 加 水 分 解 す る ホ ス ホ リパ ー ゼ A ,に 対 す る モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に も､ そ の 活 性 は 全 く 吸 収 さ れ な か っ

た｡

以 上 の 結 果 か ら､ ラ ッ ト腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 は､ ホ

ス ホ リパ ー ゼ A E活 性 と し て､ お も に ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2
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-γ を 発 現 し て い る こ と が わ か っ た｡

図 27
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(b) 細 胞 外 か ら の 刺 激 に 伴 う メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 ホ ス

ホ リパ ー ゼ A 2活 性 の 変 化

次 に､ 細 胞 外 か ら の 刺 激 に 応 答 し､ ブ tjス タ グ ラ ン ジ

ン 産 生 が 克 進 し て い る メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で は､ ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2活 性 は ど の よ う に 変 化 す る か ど う か に つ い て 検

討-し た｡ 刺 激 と し て は､ 血 管 作 動 性 ホ ル モ ン で あ る バ ソ

プ レ ッ シ ン お よ び 炎 症 性 サ イ トカ イ ン で あ る TNFを 用

い た｡ バ ソ プ レ ッ シ ン な ど ホ ル モ ン の 刺 激 に よ る プ ロ ス

タ グ ラ ン ジ ン 産 生 の 克 進 が 分 の オ ー ダ ー で 観 察 さ れ る の

に 対 し､ T N F刺 激 に よ る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 産 生 の 完

進 は 刺 激 後 4 - 6時 間 の 遅 れ を 伴 っ て 起 こ っ て く る こ と

が 報 告 さ れ て い る 96)｡ そ こ で､ バ ソ プ レ ッ シ ン に よ る 刺

激 時 間 は 20分 間､ T N F に よ る 刺 激 時 間 は 24時 間 に 設 定

し た｡

バ ソ フ●レ ツ シ ン で メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を 20分 間 刺 激 す る

と､ 刺 激 の な い 場 合 に 比 較 して､ 約 1.7倍 の プ ロ ス タ グ ラ

ン ジ ン E 2が 産 生 さ れ た (衰 5)｡ ま た､ T N F で 24時 間

刺 激 す る と､ 約 】.9倍 の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2が 産 生 さ

れ た (表 6 A )｡ T 〟 F で 刺 激 し た 細 胞 で は 刺 激 応 答 性

も 増 し て お り､ TNFで 刺 激 し た 細 胞 を 洗 浄 し た 後､ さ

ら に A23187で 刺 激 す る と､ TNF無 処 理 細 胞 を A23187で

刺 激 し た 場 合 に 比 較 し て､ 約 3倍 の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン

E 2が 産 生 さ れ た く表 6 B)｡ 次 に､ こ の よ う に 脂 質 性 メ

デ ィ ー タ - 産 生 が 克 巡 し て い る メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 可 溶
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性 画 分 中 の ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2活 性 を 測 定 し た｡ ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2活 性 は､ 無 処 理 の 細 胞 に 比 べ､ バ ソ プ レ ッ シ ン

刺 激 に よ り約 2 倍 に､ T N F刺 激 に よ り約 4 倍 に 上 昇 し

て お り､ こ の 活 性 の 上 昇 は プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 産 生 の 冗

進 と カ ､ソブ ル し て い た｡

こ の ハ ソ プ レ ッ シ ン､ T N F で 刺 激 し た 細 胞 の 酵 素 活

性 を DEAEカ ラ ム に よ り分 画 し無 刺 激 の 細 胞 と 比 較 す

る (図 30) と､ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 濁 度 約 0.6M で 溶 出 き れ る

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2 - γ に 相 当 す る 酵 素 活 性 の ピ ー ク の み

が 上 昇 し て い る こ と が わ か っ た｡

こ れ ら の 結 果 は､ 全 く異 な る 刺 激 に よ っ て､ ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2- γの 活 性 が 上 昇 し､ そ の 結 果､ プ ロ ス タ グ ラ

ン ジ ン産 生 の 克 進 が 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 を 示 唆 し て い

る｡ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- γ は､ お も に 細 胞 内 で 機 能 し､

メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 合 成 に 密接 に 関

わ り う る こ と が 予 想 さ れ た｡

バ ソ プ レ ッ シ ン に よ る ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ活 性 の 上

昇 機 構 と し て は､ タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 を 介 す る横 様 が

考 え ら れ る｡ 刺 激 に 伴 い､ 酸 素 蛋 白 そ の も の あ る い は 酵

素 柿 性 を 調 節 す る タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 が お こ り､ そ の

結 果､ ホ ス ホ t)バ ー ゼ A 2活 性 の 上 昇 が 引 き 起 こ さ れ る と

い う も の で あ る｡ 8onventreとGronlChら も､ 本 研 究 同 様､

バ ソ プ レ ッ シ ン 刺 激 に よ り メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2活 性 が 上 昇 す る こ と を 兄 い だ し て い る｡ 彼 ら は､

こ の 酵 第 括 性 の 上 昇 が､ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cを 活 性 化
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す る ホ ル ボ ー ル ミ リ ス テ ー トア セ テ ー ト (PM A ) や､

チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 活 性 化 す る 上 皮 増 殖 因 子 (E GF)

に よ っ て も 引 き 握 こ さ れ る こ と か ら､ こ の 酵 素 活 性 の 上

昇 が タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 を 介 す る も の で あ る と 結 論 し

て い る 97)ge)

一 方､ T〟Fに よ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2- γ 活 性 の 上 昇

機 構 と し て は､ 蛋 白 合 成 を 介 す る機 構 が 考 え ら れ る｡ 実

際 に､ TNF刺 激 に よ る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2産 生､ ホ

ス ホ リパ ー ゼ A 21γ活 性 (D E A E カ ラ ム に お い て 塩 化

ナ ト リ ウ ム 濃 度 約 0.6M に て 溶 出 さ れ る ホ ス ホ リバ - ゼ A

2活 性 ) の 上 昇 に は lag tlme(6 時 間 程 度 ) が 存 在 し､ 蛋

白 合 成 阻 害 剤 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 10〟Mを､ T N F と 共 に 系

に 添 加 す る と､ T 〟 F に よ る 反 応 は ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ

た｡ ま た､ T N F に よ る 反 応 は､ 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク A

M P濃 度 を 上 昇 さ せ る フ ォ ル ス コ リ ン (20〟M添 加､ 24時

間 培 養 ) で も 引 き 起 こ さ れ た｡ サ イ ク リ ッ ク A M Pを 介

す る 反 応 で あ る 可 能 性 も 考 え ら れ る｡
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蓑 5

EffectofVasopressinonPLA2ActivityandPGE 2Production

pLA2(PmOl/mln) PGE2(Pg)

control 9･gj=1･1 2･3+-0･5

vasopressln(500nM-20mln) 19･6±018 4･0±0,2

表 6

EffectofTNFonPLA2Activityand PGE2 Production

pLA2 PGE2(Pg)

(pmol/mh) A

contro1 9･9±1･1

TNF(1000unlts/m1,24hrs) 41･8±1･8

2.3±0.5 7.1±0.8

4.2j=0.5 21.4士2.0
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本 研 究 以 外 に､ 現 在 ま で に､ さ ま ざ ま な 細 胞 に お い て､

T N F刺 激 に と も な い､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 が 上 昇 す

る こ と が 報 告 さ れ て い る｡ 最 近､ 単 離 さ れ た グ ル ー ブ D

型 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A2の cDNAを 用 い､ ラ ッ ト血 管 平 滑

筋 細 胞 71'､ ウ サ ギ 軟 骨 細 胞 69'78-で は､ TNFに よ り グ

ル ー ブ Ⅲ型 酵 素 の mRNA レベ ル が 上 昇 す る こ と が 兄 い

だ さ れ た｡ ま た､ ご く最 近､ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お い て

も､ TNF刺 激 に よ り グ ル ー ブ ロ型 酵 素 の m氏NA上 昇

が 引 き 起 こ さ れ る と い う 報 告 が な さ れ た 99'｡ し か し､ 私

が 用 い た メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で は､ TNF処 理 に よ っ て も､

グ ル ー ブ Ⅱ型 酵 素 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り活

性 が 阻 害 さ れ る よ う な ホ ス ホ リパ ー ゼ A2の 活 性 は 検 出 ざ

れ な か っ た｡ T N F に よ り メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で 誘 導 さ れ

る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2の 大 部 分 は､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2-

γ で あ る と 考 え て い る｡ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- γ活 性 の 上

昇 横 桟 は､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2 - γ の 遭 転 子 が 単 離 さ れ た

後 に､ さ ら に 明 確 に な る と 予 想 さ れ る｡

ま た､ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 を､ TNFに よ り刺 激 す る と

細 胞 外 に ホ ス ホ リパ ー ゼ A2活 性 が 放 出 さ れ る と い う 報 告

が あ る 188-川IL'｡ 私 が 用 い た メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 で も､ 図
31に 示 す よ う に､ 刺 激 12時 間 後 ぐ ら い か ら､ 培 養 液 中 の

ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 の 上 昇 が 視 察 さ れ た｡ こ の 酵 素 こ

そ､ 分 泌 の た め の シ グ ナ ル ペ プ チ ドを 有 し て お り､ 刺 激

に 応 じ て 細 胞 外 に 放 出 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る グ ル

ー ブ il型 酵 素 で は な い か と 予 想 し た が､ こ の 酵 素 活 性 は､
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グ ル ー ブ 1型 お よ び Ⅱ型 酵 素 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗

体､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- γ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

い ず れ と も 反 応 しな か っ た｡ こ の 酵 素 に つ い て は 今 後 の

さ ら に 検 討 が 必 要 で あ る｡

図 31
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(C) 細 胞 外 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン

産 生 克 進 作 用

ラ ッ ト腎 臓 中 に は､ ホ ス ホ リ バ ー セ A 2 - γ の 他 に､ そ

れ ぞ れ 14キ ロ ダ ル トン ･グ ル ー ブ T型 お よ び n 型 ホ ス 求

リパ ー ゼ A 2で あ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2- a､ β が 存 在 し

て い た｡ 前 述 し た よ う に､ こ れ ら 2 つ の 酵 素 は シ グ ナ ル

ペ プ チ ドを 有 し て お り､ 細 胞 外 に 放 出 し て か ら 機 能 す る

酵 素 で あ る と 考 え ら れ る｡ こ の 節 で は､ メ サ ン ギ ウ ム 細

胞 の 外 か ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2一 α､ β を 作 用 さ せ､ メ サ

ン ギ ウ ム 細 胞 の プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 産 生 に 影 響 す る か 否

か 横 言寸し た｡

図 32に 示 す よ う に､ 未 処 理 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 作 用 さ

せ て も､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- α､ β は い ず れ も 細 胞 の プ

ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2産 生 に 影 響 し な か っ た｡ し か し､ 細

胞 を あ ら か じ め A23187で 処 理 し､ 未 処 理 細 胞 に 比 べ て プ

ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2産 生 が 起 こ っ て い る 細 胞 に 作 用 さ せ

る と､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β は い ず れ も 用 量 依 存 的

に プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2の 産 生 を 冗 進 し た｡ こ の 結 果 は､

細 胞 が あ る 種 の 活 性 化 状 態 に あ る 場 合 に は､ 細 胞 の 外 か

ら ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2が 作 用 し得 る こ と を 示 唆 し て い る｡

私 は､ す で に､ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の か わ り に､ HL -

60細 胞 を レ チ ノ イ ン 敢 に よ り好 中 球 様 に 分 化 さ せ た 細 胞

を 用 い た 場 合 に も､ 同 様 の 現 象 を 視 察 し て い る 182)｡ い

く つ か の 細 胞 系 に お い て 分 泌 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い
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る ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2は､ 活 性 化 し た 細 胞 の 外 か ら 作 用 し､

細 胞 の 脂 質 性 メ デ ィ ー タ - 産 生 反 応 に 関 わ っ て い る と 考

え ら れ る｡ 炎 症 局 所 に は 高 い 細 胞 外 ホ ス ホ リバ ー セ A 2活

性 が 存 在 し､ こ の 酵 素 活 性 が 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生

克 進 反 応 を 介 し､ 炎 症 反 応 進 行 に 関 与 す る と 考 え ら れ た｡

し か し､ 正 常 ラ ッ トの 後 肢 に ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2を 接 種 し

て も 共 癌 反 応 は 惹 起 さ れ な い｡ 炎 症 を あ ら か じ め 惹 起 し

た ラ ッ トに 接 種 し た 場 合 に の み､ 炎 症 反 応 進 行 を ざ ら に

進 め る と い う効 果 を 示 し た dB'｡ こ の 実 験 か ら も､ 活 性 化

し た 細 胞 に の み､ 細 胞 外 ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2が 外 か ら 作 用

し得 る こ と が 予 想 さ れ た｡

そ れ で は､ 本 実 験 で 用 い た A23187の か わ り に､ 実 際 に

生 体 内 で は い か な る 因 子 が 細 胞 を 活 性 化 さ せ､ 細 胞 外 ホ

ス ホ リパ ー ゼ A2を 作 用 さ せ や す く す る の だ ろ う か｡ メ サ

ン ギ ウ ム 細 胞 を バ ソ プ レ ッ シ ン で 刺 激 し た だ け で は､ 細

胞 外 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2の 効 果 は 見 ら れ な か っ た｡ 活 性 化

因 子 は あ る 種 の 膜 作 用 性 物 質 で あ る 必 要 が あ る と 考 え ら

れ る｡ そ の 候 補 と し て は､ 最 近､ ホ ス ホ リ パ ー ゼ A 2の 作

用 を 増 強 さ せ る 因 子 と し て 兄 い だ さ れ た P L A P (phos

ph o llPaSe aCtFV at 川 ng PrOl･p ln) 川 3'川 4'な ど が 考 え ら

れ る｡ こ の 因 子 は 発 症 局 所 (慢 性 関 節 リ ウ マ チ 患 者 関 節

腔 液 ) 中 に 兄 い だ さ れ て い る が､ 腎 臓 ほ か 正 常 組 織 で も

発 現 し て い る か は わ か っ て い な い｡ ご く最 近､ 全 一 次 構

造 を 解 明 し た と い う 報 告 も あ り､ 今 後 の 研 究 が 待 た れ る｡

ま た､ 細 胞 外 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2活 性 が 高 い 炎 症 局 所 中
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に は､ さ ま ざ ま な ホ ス ホ リ パ ー ゼ ･1 °活 性 を 阻 害 す る 因 子

が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 105'-187'｡ 正 常 組 織 に

ぉ け る 細 胞 外 ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2も､ そ の 活 性 を 増 強 す る

因 子､ 阻 害 す る 因 子 に よ り､ 高 度 に調 節 さ れ て い る 可 能

性 が 考 え ら れ る｡

図 32
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4 - 3 ま と め と 考 察

以 上､ 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に お け る ホ ス ホ リパ ー ゼ

A2活 性 と 脂 質 性 メ デ ィ エ ー タ ー 産 生 反 応 の 関 連 を ま と め

る と､ 図 33の よ う な モ デ ル が 考 え ら れ た｡

メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が､ 細 胞 外 か ら の 刺 激 に 応 答 す る と､

ま ず､ 細 胞 内 に 存 在 す る ホ ス ホ リパ ー ゼ A2- γの 活 性 が

上 昇 し､ そ の 結 果 と し て､ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 産 生 の 克

進 が 引 き 起 こ さ れ る｡ そ し て､ メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 以 外 の

細 胞 か ら 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た ホ スホ リ パ ー ゼ A 2- α､ β

は､ 活 性 化 し た メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 に 作 用 し､ そ の プ ロ ス

タ グ ラ ン ジ ン 産 生 を 克 進 す る と い う モ デ ル で あ る｡

メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の み な ら ず､ 腎 臓 全 体 で､ こ の よ う

に､ ホ ス ホ リパ ー ゼ A 2- α､ β､ γ の 3種 類 の ホ ス ホ リ

パ ー ゼ A 2が 協 同 的 に 作 用 し､ そ の 脂 質 性 メ デ ィ ェ 一 夕 -

産 生 は 調 節 さ れ て い る と 予 想 さ れ る｡
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